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RESUME EN FRANCAIS 
 
La mort cellulaire par apoptose est un processus clef du développement embryonnaire et de 
l’homéostasie tissulaire chez l’adulte.  Il s’agit également d’un mécanisme effecteur mis en 
jeu dans la réponse immunitaire, notamment anti-tumorale. La liaison de ligands, en 
particulier TRAIL et CD95L, produits par des cellules du système immunitaire, sur des  
récepteurs de mort (DR pour Death Receptor), exprimés par les cellules tumorales, permet 
ainsi l’induction de l’apoptose de cellules sensibles. Ceci met en jeu différents événements 
dont le regroupement membranaire des DR, la formation du DISC (Death Inducing Signalling 
Complex), une perméabilisation mitochondriale et l’activation des caspases. De plus, le taux 
intracellulaire de céramide, un sphingolipide pro-apoptotique, augmente au cours de cette 
signalisation. Les mécanismes qui sous-tendent cette augmentation de céramide, et le rôle du 
céramide dans la signalisation apoptotique des DRs, restent encore méconnus. L’objectif de 
cette thèse a été de clarifier le rôle des caspases initiatrices et du céramide dans l’apoptose 
induite par CD95L et TRAIL. La caspase 10 est une caspase initiatrice, dont le rôle causal 
dans l’induction de mort par CD95L reste controversé. Nos travaux indiquent, d’une part, que 
cette protéase est bel et bien impliquée dans la mort induite par CD95L et, d’autre part, 
qu’elle joue un rôle important dans la mort induite par CD95L en présence de zVAD-fmk, un 
inhibiteur à spectre large des caspases. Dans une deuxième partie, nous montrons que la 
sphingomyéline synthase 1, responsable de la synthèse de sphingomyéline à partir de 
céramide, est inhibée dans la signalisation de CD95, par un mécanisme dépendant des 
caspases, notamment de la caspase initiatrice 8. La sphingomyéline synthase 1 modulerait 
l’induction de l’apoptose en réponse à CD95L et TRAIL. Ainsi, la surexpression de la SMS1 
confère une protection vis-à-vis de la mort induite par TRAIL et CD95L, tandis que la 
diminution transitoire de son expression, par stratégie d’interférence à l’ARN, sensibilise 
plusieurs types de cellules cancéreuses. Nos résultats indiquent que le rôle protecteur de cette 
enzyme peut être dépendant de la modulation de la formation du DISC et de la voie 
mitochondriale de l’apoptose. Enfin, la SMS1 confère également une résistance vis-à-vis de la 
mort induite par des médicaments anticancéreux. L’inhibition de l’activité de synthèse de 
sphingomyéline pourrait donc être un moyen original de sensibiliser des cellules cancéreuses 
à la mort induite par des agonistes des DR, ou par des molécules de chimiothérapie, via la 
modulation potentielle de plusieurs étapes de la cascade apoptotique.  
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RESUME EN ANGLAIS 
  
Apoptotic cell death is a major process during embryonic development and is 
necessary for tissue homeostasis in adults. It is also an effector mechanism involved in 
immune responses, and, particularly in anti-tumoral immune response. Binding of death 
receptors ligands, such as TRAIL and CD95L, which are produced by immune cells, on DR 
(Death Receptors) expressed by tumor cells, induces apoptosis in sensitive cells. This 
involves DR clustering, DISC (Death Inducing Signalling Complex) formation, mitochondrial 
permeabilization and caspases activation. Moreover, an increase of intracellular level of 
ceramide, a pro-apoptotic sphingolipid, has been observed during this signalling and might be 
involved in cell death induction. Mechanisms involved in these elevations and the exact role 
of ceramide in DRs apoptotic signalling are still unknown. The aim of this PhD was to clarify 
initiator caspases and ceramide roles in CD95L and TRAIL induced apoptosis. Initiator 
caspase 10 involvement in CD95L-induced cell death is still controversed. Our results 
indicate that this protease is indeed involved in CD95L-induced cell death and that it is also 
involved in CD95L induced cell death in the presence of zVAD-fmk, a broad-spectrum 
caspase inhibitor. Moreover, we show that sphingomyelin synthase 1, which is responsible for 
the synthesis of sphingomyelin from ceramide, is inhibited in CD95 signalling, in a caspase-
dependent way, and more precisely in a caspase-8-dependent way. SMS1 could modulate 
CD95L- and TRAIL-induced cell death. Indeed, SMS1 overexpression is protective against 
CD95L- and TRAIL- induced cell death, whereas down-regulating SMS1 by RNA 
interference sensitizes several types of cancer cells. Our results point out that SMS1 
protective role might depend on DISC formation and apoptotic mitochondrial pathway 
modulations. Lastly, SMS1 is also protective towards anti-cancer drugs. Sphingomyelin 
synthesis inhibition might therefore be an original way to sensitize cancer cells towards DR 
agonists, or anti-cancer drugs, via putative apoptotic signalling modulations at several steps. 
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INTRODUCTION 
I. La mort cellulaire dépendante des récepteurs de mort. 
 
I.1. Les différents types de mort cellulaire : présentation générale. 
 
La mort cellulaire est un événement essentiel au cours du développement 
embryonnaire, puis tout au long de la vie d’un être humain, participant au maintien de 
l’homéostasie tissulaire et à l’élimination des cellules indésirables. On distingue plusieurs 
types de morts cellulaires, définis selon des critères morphologiques, biochimiques et 
fonctionnels. Historiquement, trois types de processus majoritaires pouvant mener à la mort 
de la cellule ont été identifiés. La nécrose, parfois nommée mort cellulaire « de type III », est 
morphologiquement caractérisée par une rupture précoce de la membrane plasmique, une 
oncose (gonflement de la cellule) et par une dilatation des organites cellulaires. Elle est 
classiquement considérée comme étant une mort « accidentelle », ayant lieu en réponse à des 
perturbations environnementales cellulaires telle que l’hypoxie, l’ischémie, des modifications 
drastiques de température extérieure ou l’exposition à des toxines. La nécrose est également 
promotrice d’inflammation. A l’inverse, la mort cellulaire par apoptose, ou mort cellulaire 
programmée « de type I » est une sorte de suicide cellulaire, pré-défini génétiquement. Enfin, 
la mort cellulaire qui survient parfois suite à un processus d’autophagie constitue la mort 
cellulaire programmée de « type II ». De plus, il existe de multiples morts alternatives ou 
atypiques mêlant des caractéristiques des différents types de mort mentionnés ci-dessus ainsi 
que des morts aux caractéristiques particulières, notamment l’entose récemment découverte 
(Overholtzer et al., 2007), la cornification, la catastrophe mitotique, l’anoïkis, l’excitotoxicité 
et la dégénération Wallerienne, complexifiant régulièrement la classification proposée par le 
NCCD (Nomenclature Committee on Cell Death) (Kroemer et al., 2008). Les morts 
cellulaires faisant suite à l’activation des récepteurs de mort, et en particulier l’apoptose, 
seront plus largement décrites dans ce manuscrit. 
 
I.2. L’apoptose. 
I.2.1. L’apoptose : découverte et principales caractéristiques. 
I.2.1.1. Introduction. 
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La mort cellulaire par apoptose est un phénomène physiologique indispensable au bon 
développement embryonnaire puis à la défense contre des agents pathogènes ainsi qu’au 
maintien de l’homéostasie tissulaire à l’âge adulte. On estime ainsi que « Si les mitoses 
avaient lieu sans être compensées par la mort cellulaire (apoptotique), un humain posséderait 
2 tonnes de moelle osseuse et de ganglions lymphatiques ainsi que 16 km d’intestin à l’âge de 
80 ans (Melino, 2001). » Quand elle est excessive, l’apoptose participe à l’émergence de 
pathologies neurodégénératives et de déficits immunitaires alors qu’un défaut d’apoptose 
favorise l’apparition de pathologies cancéreuses et auto-immunes (Yuan & Yankner, 2000 ;  
Thompson, 1995 ; Hanahan et al., 2000 ; Green & Evan, 2002).  
 
Dans les cellules de vertébrés, l’apoptose met en jeu l’activation d’une, voire deux, 
voies de signalisation, qualifiées d’intrinsèque et d’extrinsèque. La voie de signalisation 
intrinsèque met en jeu la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, tandis 
que la voie dite extrinsèque est dépendante de la stimulation des récepteurs dits « de mort ». 
Par souci de simplification, nous présenterons ces deux voies l’une après l’autre, mais elles ne 
sont pas nécessairement indépendantes et peuvent être connectées au cours de la signalisation 
induite par la liaison de ligands à leurs récepteurs de mort. Par ailleurs, ces deux voies 
conduisent à l’apparition des caractéristiques morphologiques identiques. 
I.2.1.2. Caractéristiques morphologiques. 
 
En 1972, Kerr, Currie et Wyllie décrivirent pour la première fois l’apoptose, du grec 
apoptosis, terme décrivant la chute des pétales d’une fleur ou des feuilles d’un arbre (Kerr et 
al., 1972). Ce phénomène fut initialement caractérisé morphologiquement (Wyllie et al., 
1980). Un arrondissement cellulaire et une réduction de la taille cellulaire ainsi qu’une 
condensation de la chromatine (phénomène nommé pyknosis), sont observés rapidement au 
cours de l’apoptose. On note aussi une fragmentation globale d’organites, qu’il s’agisse du 
noyau (phénomène de karyorrhexis), des réseaux golgiens, mitochondriaux ou du réticulum 
endoplasmique (Figure 1). Une fragmentation typique « en échelle » de la chromatine en 
multiples de 200 paires de bases, reflétant un clivage internucléosomal, peut parfois être 
détectée.  
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Enfin, à des stades avancés, la membrane plasmique présente des évaginations (c’est le 
phénomène de blebbing, ou de zeiosis, c’est à dire de bourgeonnement), ce qui aboutit à une 
implosion de la cellule et à la formation de petits fragments vésiculaires, les corps 
apoptotiques. Les corps apoptotiques sont, in vivo, reconnus et éliminés par les phagocytes. 
Les phagocytes reconnaitraient ces fragments cellulaires grâce à l’exposition des 
phosphatidylsérines, phospholipides présents sur le feuillet interne de la membrane 
plasmique, qui sont externalisées de façon précoce par les cellules apoptotiques (et qui 
demeurent donc sur le feuillet externe de la membrane des corps apoptotiques) (Fadok et al., 
1992). In vitro, on observe à des stades tardifs un phénomène de perméabilisation de la 
membrane plasmique, parfois qualifiée de « nécrose secondaire à l’apoptose ». Toutefois, in 
vivo, les cellules apoptotiques n’atteignent probablement pas ce stade, étant reconnues et 
éliminées en amont par les phagocytes. La mort cellulaire par apoptose ne conduirait donc 
généralement pas à une perméabilisation de la membrane plasmique in vivo et le contenu 
cellulaire, en opposition à la nécrose, n’est pas déversé dans le milieu extracellulaire. Cette 
différence expliquerait le fait que l’apoptose n’est pas inductrice d’inflammation. Au 
contraire, au cours de la nécrose certaines substances intracellulaires devenant extracellulaires 
induisent une réponse inflammatoire. De plus, la phagocytose de cellules apoptotiques par les 
macrophages favorise la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, en particulier de TGF-!, 
par ces phagocytes (Fadok et al., 1998 ; Huynh et al., 2002). Toutefois, l’apoptose, dans 
certains contextes, peut être immunogène (Green et al., 2009).  
 
Figure 1 Caractéristiques morphologiques des 
cellules apoptotiques. A : Cellules HeLa traitées 
par un agent inducteur d’apoptose. Les cellules 
apoptotiques ont une réduction de leur volume et 
leur membrane plasmique présente des 
évaginations. B : Les cellules HeLa traitées par 
un inducteur d’apopotose ont été marquées avec 
un marqueur nucléaire (Hoescht, en bleu). Les 
cellules apoptotiques (flèches) présentent une 
condensation et ou une fragmentation nucléaire. 
C : Les cellules HeLa ont été transfectées pour 
exprimer une protéine mitochondriale fusionnée à 
la GFP (Green Fluorescent Protein) puis traitées 
par un inducteur d’apoptose. Dans les cellules 
apoptotiques, on observe une fragmentation du 
réseau mitochondrial, passant d’un aspect 
filamenteux dans les cellules viables à un aspect 
plus ponctué pour les cellules en apoptose 
précoce (Taylor, Cullen et Martin 2008). 
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I.2.1.3. Découverte des principaux acteurs moléculaires. 
 
Au niveau moléculaire, dans les cellules de vertébrés, les deux voies de l’apoptose 
mettent notamment en jeu des protéases particulières, les caspases, dont l’activation, finement 
régulée, est à l’origine de plusieurs des différents phénomènes morphologiques décrits 
précédemment. Dans les années 1970, les travaux du groupe de Robert Horvitz chez le 
nématode Caernohabditis Elegans ont permis d’identifier les principaux acteurs intervenant 
dans l’apoptose. En effet, 131 des 1090 cellules de ce ver sont systématiquement et 
physiologiquement éliminées par apoptose au cours du développement embryonnaire. L’étude 
de mutants chez ce ver a ainsi permis de découvrir les gènes CED (Cell-Death-abnormal), 
dont plus de 20 sont connus actuellement (Lettre & Hengartner, 2006). Ces gènes codent pour 
des protéines anti ou pro-apoptotiques dont des orthologues humains furent ensuite identifiés, 
indiquant une importante conservation des protéines impliquées dans ce phénomène au cours 
de l’évolution (Horvitz, 1999). Chez le nématode, 4 protéines, CED3, CED4, CED9 et Egl-1, 
sont primordiales pour la mort cellulaire. Les orthologues de CED3 chez les mammifères 
correspondent aux différentes caspases. Les orthologues de CED9 sont des membres anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2, une famille de protéines régulatrices de la voie 
mitochondriale de l’apoptose (cf. chapitre 1.2.4.1) (Hengartner & Horvitz, 1994), tandis que 
ceux de Egl-1 sont des membres pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Nehme & Conradt, 
2008) (cf. chapitre I.2.4.1). Enfin, l’homologue de CED4 est Apaf-1, un régulateur de la voie 
intrinsèque situé en aval de la mitochondrie (cf. chapitre I.2.4.4) (Zou et al., 1997). CED4, 
CED9 et Egl-1 participent donc toutes trois à la régulation de l’activation de CED3, 
orthologue des caspases humaines. 
I.2.2. Les caspases.  
I.2.2.1. Définition et activité catalytique. 
 
Les caspases (pour cysteinyl-dependent aspartate specific proteases) sont une famille 
d’endopeptidases présentes dans tous les organismes multicellulaires. Elles furent nommées 
ainsi car elles clivent leurs substrats après un résidu aspartate et possèdent une cystéine au 
sein de leur site catalytique (Alnemri et al., 1996). Les caspases reconnaissent spécifiquement 
4 acides aminés contigus nommés P1-P2-P3 et P4 au sein de leurs substrats et clivent ces 
derniers en C-terminal du résidu P1, qui est toujours un résidu aspartate (Thornberry et al., 
1997 ; Fuentes-Prior & Salvesen, 2004) (Figure 2).  
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La cystéine catalytique, en position 285 selon la nomenclature correspondante à la caspase-1, 
joue le rôle de nucléophile, tandis que le résidu histidine 237 permettrait la protonation du 
groupement amine de l’acide aminé en position P1’, c’est-à-dire en C-terminal du résidu P1 
(Stennicke & Salvesen, 1999) (Figure 2). 
I.2.2.2. Structure et classification. 
 
La caspase-1, ou enzyme convertissant l’IL-1-!, fut la première caspase identifiée 
chez l’Homme. Son homologie avec la protéine CED3 a permis de comprendre le rôle de 
cette famille de protéases dans l’apoptose (Yuan et al., 1993 ; Thornberry et al., 1992 ; 
Cerretti et al., 1992). En effet, bien que la caspase-1 a plus tard été classée comme caspase 
inflammatoire, sa surexpression dans des fibroblastes peut favoriser son activation et être 
inductrice d’apoptose (Miura et al., 1993). On connait actuellement 15 caspases chez les 
mammifères, 11 (ou 12) chez l’Homme, regroupées fonctionnellement en trois sous-groupes 
différents : les caspases inflammatoires ou impliquées dans la différenciation appelées 
caspases du groupe I (caspases 1, 4, 5, 12 et 14), les caspases apoptotiques initiatrices ou 
caspases du groupe II (caspases 2, 8, 9 et 10) et les caspases apoptotiques effectrices (ou 
exécutrices) ou caspases du groupe III (caspases 3, 6 et 7) (Figure 3).  
 
En l’absence d’inducteur de mort, ces protéases sont majoritairement présentes au sein 
de la cellule sous forme de pro-caspases, zymogènes catalytiquement peu actifs, voire 
inactifs. Les pro-caspases possèdent une masse moléculaire de 32 à 55 kDa. Elles sont 
composées de 3 domaines différents : (i) un pro-domaine N-terminal, de 3 à 24 kDa, (ii) un 
domaine central de 17 à 20 kDa , qui comporte le site catalytique, appelé grande sous-unité 
p20, et (iii) un domaine C-terminal, de 10 à 12 kDa, la petite sous unité p10. Les sous-unités 
Figure 2 Nomenclature des sites de reconnaissance du 
substrat des caspases. Les acides aminés en N-terminal 
de l’aspartate (ou résidu P1), qui définissent la spécificité 
des différentes caspases, sont numérotés Px tandis que les 
acides aminés situés en C-terminal du résidu P1 sont 
numérotés P’x. Les différents résidus se logent dans une 
poche au sein des différentes caspases qui possèdent 
plusieurs sites de reconnaissance, chacun étant composé de 
plusieurs acides aminés. Ces sites sont numérotés Sx pour 
ceux qui accueillent des résidus en N-terminal du résidu P1 
et S’x pour ceux accueillant des résidus en C- terminal de 
P1 (H Stennicke et G Salvesen 1999). 
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p20 et p10, qui participent toutes les deux à la reconnaissance des résidus P1-P4, sont 
séparées par une séquence « linker ». Les caspases peuvent également être distinguées selon 
la longueur de leur pro-domaine. Les pro-caspases des groupes I et II ont un pro-domaine N-
terminal long, de plus de 90 acides aminés,  par opposition aux caspases du groupe III dont le 
pro-domaine N-terminal est court (20-30 acides aminés). Le pro-domaine N-terminal 
correspond à deux domaines effecteurs de mort en tandem (DED, pour Death Effector 
Domain), pour les pro-caspases 8 et 10, et à un domaine CARD (pour Caspase Recruitment 
Domain) pour les pro-caspases 1, 2, 4, 5 9, 11 et 12. Ces pro-domaines permettent les 
intéractions homotypiques des pro-caspases au sein de complexes de signalisation induisant la 
mort, dans le cas des caspases du groupe II, ou l’inflammation dans le cas des caspases du 
groupe I.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
En l’absence de stimuli apoptotique, les pro-caspases initiatrices sont présentes dans la 
cellule sous forme de monomères comportant une grande et une petite sous-unité (Boatright et 
al., 2003) qui possèdent une activité faible mais détectable (Muzio et al., 1998). Plusieurs 
Figure 3 Structure et classification des caspases de l’apoptose. Les caspases effectrices (du groupe III) 
(en rouge) possèdent un prodomaine court contrairement aux initiatrices (du groupe II) (en mauve). Les 
caspases initiatrices (du groupe I) possèdent deux domaines DED en tandem (caspases 8 et 10) ou un 
domaine CARD (caspases 2 et 9). Les flèches noires indiquent le premier site de clivage entre les domaines 
p10 et p20 et les flèches grisées constituent des sites additionnels de clivage. La cystéine catalytique est 
représentée par un trait rouge. CED3, la première caspase identifiée chez C. Elegans est la seule nécessaire 
pour l’apoptose. Elle contient un domaine CARD et joue le rôle à la fois de caspase initiatrice et effectrice 
(Riedl & Shi, 2004).    
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modèles d’activation des pro-caspases initiatrices ont été proposés mais quel que soit le 
modèle considéré, leur activation nécessiterait le recrutement et l’association de plusieurs 
monomères au sein de complexes protéiques de signalisation. A l’inverse, en l’absence de 
stimulation, les caspases effectrices sont présentes dans la cellule sous forme de dimères 
inactifs. Leur activation nécessite leur clivage par les caspases initiatrices, ce qui constitue 
une cascade d’activation des caspases.  
I.2.3. La voie extrinsèque ou dépendante des récepteurs de mort. 
  
Comme mentionné précédemment, l’apoptose peut être induite par l’activation des 
récepteurs de mort, voie de signalisation apoptotique que l’on qualifie alors d’extrinsèque. 
I.2.3.1. Structure et rôles physiologiques des ligands et des récepteurs de mort. 
I.2.3.1.1. Présentation de la famille des récepteurs de mort et de leurs ligands. 
 
Les récepteurs de mort (DR pour Death Receptors) sont, pour la plupart, des protéines 
transmembranaires de type I, membres de la famille du TNFR (Tumor Necrosis Factor 
Receptor).  Les membres de cette famille présentent un domaine extracellulaire relativement 
conservé. En effet, ces récepteurs, qui ne possèdent pas d’activité enzymatique intrinsèque, 
ont plusieurs domaines riches en cystéines (CRD, pour Cystein Rich Domains) du coté 
extracellulaire N-terminal, ce qui leur confère l’appartenance à la même famille (Figure 4). 
Les DR sont caractérisés par la présence d’un domaine de 60 à 80 acides aminés du coté 
intracellulaire C-terminal, le Death Domain (DD) ou domaine de mort (Itoh & Nagata, 1993 ; 
Tartaglia et al., 1993), qui permet le recrutement homotypique de protéines adaptatrices telles 
que FADD (pour Fas-Associated Death Domain protein), DAXX (Death Domain associated 
protein) ou TRADD (TNFR1-Associated Death Domain protein) et la transmission du signal 
apoptotique. Ces différents récepteurs sont généralement activés suite à leur liaison avec leurs 
ligands respectifs sur leur domaine LBD (Ligand Binding Domain). Dans certaines 
circonstances, en particulier en réponse à certaines chimiothérapies, une activation ligand-
indépendante a toutefois été observée.  
 
Huit DR sont actuellement connus : TNFR-1, CD95, TRAMP, TRAIL-R1 (pour TNF-
related apoptosis-inducing ligand Receptor 1), TRAIL-R2, DR6, EDAR (pour Ectodermal 
Dysplasia Receptor) et p75-NGFR (pour Nerve Growth Factor Receptor) (Figure 4) (Tableau 
1). Il existe une seconde classe de récepteur, appelés récepteurs leurres, ou DcR (pour Decoy 
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Receptor), capables de lier certains ligands de mort sans déclenchement d’une signalisation 
apoptotique étant donné qu’ils ne contiennent pas de domaine de mort. Quatre récepteurs 
leurres sont connus actuellement : DcR1, DcR2, DcR3 et OPG (pour ostéoprotégérine) 
(Figure 4) (Tableau 1).  
 
 
Récepteurs : nom 
usuel 
 
Récepteurs : autres noms Ligand (s) : nom usuel Ligand(s) : autres noms 
TNFR1 DR1/p55/p60/CD120a/TNFRSF1A TNF-alpha TNFSF2 
CD95 DR2/APO-1/Fas/TNFRSF6 CD95L FasL/TNFSF6/CD178 
TRAMP DR3/APO-3/WSL-1/LARD TL1A APO3L 
TRAIL-R1 DR4/APO-2/TNFRSF10A TRAIL APO2L/TNFSF10 
TRAIL-R2 DR5/APO-2/KILLER/TRICK2/TNFRSF10B TRAIL APO2L/TNFSF10 
DR6 TR7/TNFRSF21 ?  (N-APP)  
EDAR  EDAL  
p75-NGFR  NGF  
DcR1 TRAIL-R3/TRID/TNFRSF10C/LIT TRAIL APO2L/TNFSF10 
DcR2 TRAIL-R4/TNFRSF10D/TRUNDD TRAIL APO2L/TNFSF10 
DcR3 TR6 CD95L et TL1A 
FasL/TNFSF6/CD178 et 
APO3L 
OPG TNFRSF11B TRAIL APO2L/TNFSF10 
 
Figure 4 : Structure globale des différents DR et DcR. Huit récepteurs de mort sont connus (TNFR1, CD95, 
DR3, TRAILR1, TRAILR2, DR6, EDAR et NGFR) et 4 récepteurs leurres (DcR1, DcR2, DcR3 et OPG). En 
vert, les domaines riches en cystéine. DR6 reste le récepteur le moins étudié à ce jour et on ne connait pas son 
ligand physiologique. DR6 jouerait un rôle dans la neurodégénérescence au cours de la maladie d’Alzheimer. 
En effet, la liaison d’un fragment extracellulaire d’un précurseur de la protéine !-amyloide (N_APP) à DR6 
conduirait à une mort neuronale via l’activation de la caspase 6 au cours de cette maladie (Nikolaev et al. 2009).  
 
Table 1 : Nomenclature des récepteurs de mort, des récepteurs leurres et de leurs ligands respectifs.  
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Avant toute liaison, les DR sont déjà pré-assemblés en complexes dimériques voire 
trimériques, via leur domaine PLAD (pour Pre-Ligand Assembly Domain), situé au niveau 
extracellulaire (Chan et al., 2000). Les récepteurs, ainsi pré-assemblés ne sont toutefois pas 
activés et doivent donc lier leurs ligands, généralement trimériques, pour transmettre le signal 
apoptotique. Les ligands de mort sont des cytokines de la famille du TNF, protéines 
transmembranaire de type II ou solubles après clivage par des métalloprotéases. Les ligands 
de mort les plus étudiés sont le TNF-alpha, TRAIL et CD95L qui lient respectivement les 
récepteurs TNFR1, DR4/DR5/DcR1/DcR2/OPG et CD95/DcR3.  
 
Le TNF (pour Tumor Necrosis Factor ou facteur nécrosant des tumeurs) fut le premier 
ligand de mort découvert au sein de cette famille.  Il se lie à deux récepteurs, le TNFR1 et le 
TNFR2, mais seul le TNFR1 possède un DD. Toutefois, la liaison du TNF sur le TNFR1 
n’induit pas nécessairement la mort de la cellule, la plupart du temps au contraire, elle induit 
des voies de signalisation en faveur de la survie cellulaire. Le TNFR1 a ainsi été impliqué 
dans la différenciation et la prolifération cellulaire ainsi que la production de cytokines pro-
inflammatoires, via l’expression de gènes dépendant notamment du facteur de transcription 
NF"B. Ainsi, expérimentalement il est souvent nécessaire, d’associer au TNF un inhibiteur de 
la transcription ou de la traduction pour induire la mort, contrecarrée par les voies de survie 
également activées. Certains des gènes dont l’expression est activée par NF"B sont en effet 
anti-apoptotiques. Chez la souris, le déficit en TNF ne s’accompagne pas d’altération de 
l’homéostasie tissulaire suggérant un rôle mineur de cette cytokine dans la mort cellulaire. 
Les souris TNFKO sont susceptibles aux infections bactériennes, illustrant le rôle majeur de 
cette cytokine dans les réponses immuno-inflammatoires anti-microbiennes. Chez l’Homme, 
le TNF alpha joue un rôle majeur dans le développement de certaines maladies autoimmunes, 
telle que la polyarthrite rhumatoïde, et dans la réponse immunitaire anti-infectieuse. 
I.2.3.1.2. CD95 et CD95L. 
I.2.3.1.2.1. Structure du récepteur. 
 
Le récepteur CD95 (Fas ou APO-1), glycoprotéine transmembranaire de 335 acides 
aminés et 45 kDa, a été découvert en 1989 comme cible d’IgM ou d’IgG3 induisant 
l’apoptose de cellules lymphocytaires cancéreuses, ou non, in vitro et in vivo (Trauth et al., 
1989 ; Yonehara et al., 1989). Le gène codant pour ce récepteur fut cloné deux ans après (Itoh 
et al., 1991). Les récepteurs CD95 sont constitutivement pré associés sous forme de trimères à 
 12 
la surface cellulaire via leur domaine PLAD (Papoff et al., 1999 ; Chan et al., 2000). Cette 
pré-association est nécessaire à l’induction du signal apoptotique par CD95L (Siegel, 2000), 
dont la liaison induirait une agrégation massive de plusieurs de ces trimères (Muppidi & 
Siegel, 2004). CD95 présente 3 domaines extracellulaires CRD. CRD1 constitue une partie du 
domaine PLAD et CRD 2 et 3 constituent le LBD (pour Ligand Binding Domain), c’est-à-dire 
le domaine de liaison au ligand CD95L (Figure 5). Dans sa partie intracellulaire C-terminale 
(Figure 5), CD95 contient un domaine de mort qui est indispensable pour le recrutement de la 
protéine adaptatrice FADD et l’induction d’apoptose après interaction avec son ligand ou des 
anticorps agonistes (Itoh & Nagata, 1993). 
 
 
 
 
 
 
I.2.3.1.2.2. Structure de CD95L/FasL. 
 
Le gène codant pour CD95L (ou FasL), une glycoprotéine transmembranaire de type 
II de 40 kDa appartenant à la famille du TNF, fut identifié en 1993 (Suda et al., 1993). La 
partie extracellulaire de CD95L présente de fortes homologies avec les parties extracellulaires 
des autres ligands de la famille du TNF. En plus de sa forme membranaire, CD95L peut 
également être retrouvé sous forme soluble après clivage par des métalloprotéases (Kayagaki 
et al., 1995) telles que MMP-3 (Matsuno et al., 2001), MMP-7 (Mitsiades et al., 2001) et 
ADAM10 (Schulte et al., 2007). CD95L soluble a ainsi été détecté au niveau sérique en 
condition pathologique, en particulier chez des patients souffrant de leucémies ou de 
lymphomes (Tanaka et al., 1996). La forme soluble de CD95L est trimérique, grâce à 
l’existence d’un domaine de trimérisation présent dans la partie extracellulaire C-terminale 
(Figure 6) (Tanaka et al., 1995). 
 
Figure 5 : Structure du récepteur Fas. Le récepteur Fas est une protéine transmembranaire de type I, 
avec l’extrémité N-terminale extracellulaire et l’extrémité C-terminale cytoplasmique. L : séquence signal 
(clivée au cours de la traduction), CRD : Cystein Rich Domain, PLAD : Pre-Ligand Association Domain, 
TM : TransMembrane domain, Ligand-Binding : domaine de liaison au ligand, Death domain : domaine de 
mort (Wajant, Pfizenmaier, et Scheurich 2003). 
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I.2.3.2.2.3. Expression de CD95 et CD95L et principaux rôles physiologiques du système CD95/CD95L. 
 
L’expression de CD95 est ubiquitaire. Elle est particulièrement élevée dans les 
lymphocytes T et peut être augmentée au niveau transcriptionnel, par exemple en réponse à 
certaines cytokines comme l’interféron-# ou le TNF-$ ou au cours de l’activation 
lymphocytaire (Klas et al., 1993). Elle est également augmentée dans les lymphocytes 
infectés par certains virus tel que l’EBV (virus d’Epstein-Barr), celui de l’hépatite C ou le 
VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine) (Baumler et al., 1996). L’expression de CD95L 
est plus restreinte que celle de son récepteur puisqu’on le retrouve principalement exprimé par 
les cellules tueuses NK (Natural Killer) et les lymphocytes T activés. Son expression est 
essentiellement régulée au niveau transcriptionnel. Elle est augmentée par l’infection par 
certains virus dont le VIH (Westendorp et al., 1995). Cette augmentation d’expression de 
CD95 et CD95L pourrait jouer un rôle dans le phénomène de déplétion des lymphocytes T 
observé au cours du SIDA (Syndrome D’Immuno Déficience Acquise). Une augmentation de 
l’expression de CD95L a également été mise en évidence en réponse à certains traitements de 
chimiothérapie, tels que l’étoposide, la doxorubicine, ou le 5-Fluorouracile, ou aux UV, par 
élévation de la transcription de CD95L (Kasibhatla et al., 1998). Certains groupes ont 
d’ailleurs proposé que l’action de certaines chimiothérapies pouvait être en partie liée à une 
mise en jeu de la signalisation émanant de CD95, phénomène toutefois type-cellulaire 
dépendant (Friesen et al., 1996 ; Fulda, 2004). Par ailleurs, une partie de la signalisation 
cytotoxique des LDL oxydées implique le système CD95/CD95L (Alcouffe et al., 2004). 
Tout comme le couple perforine et granzyme B, deux autres molécules effectrices des 
lymphocytes T inductrices d’apoptose, certains auteurs ont mis en évidence que CD95L serait 
également présent au sein des granules des lymphocytes T et sa présence à la surface 
Figure 6 : Structure de Fas Ligand. FasL possède un domaine riche en proline (PRD, pour Proline Rich 
Domain) en intracellulaire et un domaine de trimérisation en extracellulaire. La flèche en gris désigne le 
site de clivage potentiel par les métalloprotéases. TM : domaine transmembranaire (Wajant, Pfizenmaier et 
Scheurich 2003). 
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cellulaire pourrait donc aussi être régulée par exocytose (Bossi & Griffiths, 1999). Le 
stockage de CD95L dans les vésicules sécrétoires serait favorisé par la présence du PRD en 
C-terminal (Blott et al., 2001).  
 
Bien qu’il a également été impliqué de façon plus récente dans des phénomènes de 
prolifération et de différenciation (Peter et al., 2007), la plupart des phénomènes 
physiologiques décrits ci-après mettant en jeu le système CD95-CD95L reposent sur la 
capacité de CD95L à induire l’apoptose de cellules sensibles. Le récepteur CD95 fut en effet 
découvert comme cible d’IgM ou d’IgG3 induisant l’apoptose de cellules lymphocytaires 
cancéreuses ou non, in vitro et in vivo (Trauth et al., 1989 ; Yonehara et al., 1989 ; Debatin et 
al., 1990). L’induction d’apoptose par CD95L a ensuite été largement décrite comme étant un 
des mécanismes effecteurs, avec l’action du couple perforine-granzyme, de la cytotoxicité 
médiée par les lymphocytes T et les cellules NK (Kojima et al., 1994 ; Lowin et al., 1994 ;  
Stalder et al., 1994 ; Ju et al., 1994 ; Hanabuchi et al., 1994 ; Kagi et al., 1994 ; Arase et al., 
1995). Il a ainsi été impliqué dans plusieurs phénomènes in vivo tels que la maladie du 
greffon contre l’hôte ou la destruction hépatique au cours des hépatites (Lin et al., 1998 ; 
Kondo et al., 1997). 
  
CD95L est exprimé dans certains tissus particuliers, tel que l’œil ou les testicules, ce 
qui participerait à leur conférer un privilège immun (Green & Ferguson, 2001) en leur 
permettant d’éliminer les cellules immunitaires exprimant CD95. CD95L est également 
exprimé par certaines cellules tumorales, comme des cellules de mélanome (Hahne et al., 
1996) ou de cancers coliques (Ryan et al., 2005) ce qui pourrait participer à un phénomène de 
contre-attaque tumorale par élimination des lymphocytes infiltrants la tumeur (Bennett et al., 
1998). L’existence de ce dernier mécanisme a toutefois été controversé pas plusieurs études 
(Restifo, 2000).   
 
Le système CD95/CD95L est également impliqué dans l’homéostasie hépatocytaire. 
Ceci a notamment été suspecté suite à l’observation selon laquelle l’injection intra-péritonéale 
d’un anticorps anti-CD95 agoniste Jo2 (Ogasawara et al., 1993) ou de CD95L (Huang et al., 
1999) induit une apoptose massive des hépatocytes conduisant à la mort de souris sauvages. A 
l’inverse, cet effet n’est pas observé chez des souris n’exprimant pas CD95 (souris lpr/lpr 
pour lymphoproliferation) ou exprimant un CD95 non fonctionnel car présentant une 
mutation ponctuelle au niveau du DD qui l’empêche de recruter la protéine adaptatrice FADD 
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(souris lprcg/lprcg) (Ogasawara et al., 1993). Un groupe a généré des souris KO (Knock-Out) 
pour CD95. Ces souris, complètement déficientes en CD95, présentent une hyperprolifération 
lymphocytaire et une splénomégalie mais également une hyperplasie hépatique, avec une 
augmentation de la taille des noyaux des hépatocytes, renforçant l’idée selon laquelle le 
système CD95/CD95L est impliqué dans l’homéostasie hépatique (Adachi et al., 1995).  
 
L’importance du système CD95/CD95L dans l’homéostasie lymphocytaire fut mise en 
évidence via l’observation de phénotypes murins et humains particuliers associés à des 
mutations de CD95 ou de son ligand. En effet, les souris lpr/lpr et lprcg/lprcg, développent des 
lymphadénopathies et un syndrome ressemblant au lupus érythémateux disséminé (Watanabe-
Fukunaga et al., 1992). Une caractéristique remarquable chez ces animaux est la présence 
d’une accumulation anormale de lymphocytes T CD4-CD8- en périphérie. Ce type 
d’observation a également été réalisée chez des souris CD95 KO (Adachi et al., 1996). De 
même, les souris gld/gld (pour generalized lymphoproliferative disease), qui portent une 
mutation ponctuelle homozygote dans la région C-terminale de CD95L, suffisante à altérer sa 
liaison avec le récepteur CD95, et donc sa fonction pro-apoptotique, souffrent de 
lymphadénopathies (Takahashi et al., 1994). Enfin, la réexpression de CD95 spécifiquement 
dans les lymphocytes T de souris lpr/lpr permet d’empêcher l’apparition du syndrome 
lymphoprolifératif ce qui suggère fortement que le système CD95/CD95L est impliqué dans 
l’homéostasie des lymphocytes T (Wu et al., 1994). Chez l’Homme, des mutations 
germinales et somatiques dans le gène codant pour CD95, CD95L ou des protéines 
impliquées dans la signalisation pro-apoptotique sous-jacente ont été associées avec le 
développement de certains syndromes lymphoprolifératifs auto-immuns (ALPS) (Fisher et al., 
1995 ; Rieux-Laucat et al., 1995). Cette maladie, qui concerne environ 500 patients dans le 
monde, est un défaut d’origine génétique de l’apoptose lymphocytaire qui résulte en 
particulier en une accumulation de lymphocytes T double négatifs CD4- CD8- circulants (au 
moins 1,5 % des lymphocytes totaux), une lymphadénopathie chronique et/ou une 
splénomégalie, ces deux critères principaux étant requis pour l’établissement du diagnostic 
d’ALPS (Oliveira et al., 2010). Les différents symptômes observés au cours des ALPS 
seraient en partie liés à l’incapacité des lymphocytes activés à mourir, par absence d’un 
système CD95/CD95L fonctionnel. En effet, le système CD95/CD95L est non seulement un 
système effecteur de la toxicité des lymphocytes T mais est aussi impliqué dans l’AICD 
(Activation-Induced Cell Death) en périphérie (Ju et al., 1995 ; Alderson et al., 1995), une 
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mort cellulaire par apoptose des lymphocytes T matures et activés en fin de réponse 
immunitaire.  
 
Plusieurs types d’ALPS ont été décrits, définis selon le type de mutation génétique 
sous-jacente et la sensibilité des lymphocytes du patient à l’apoptose médiée par CD95 
(Tableau 2). Un de ces deux critères accessoires, en plus des deux critères principaux cités ci-
dessus, doit être rempli pour établir le diagnostic d’ALPS (Oliveira et al., 2010). Les patients 
présentant des mutations germinales homozygotes ou hétérozygotes de CD95 (anciens ALPS 
de type 0 ou Ia) sont maintenant désignés comme souffrant d’un ALPS-FAS (Tableau 2). Ce 
type de mutation se traduit soit par l’absence de récepteur CD95 (ALPS de type 0), soit par 
l’expression de récepteurs mutés (ALPS de type Ia), la plupart du temps au niveau du DD. 
Ces récepteurs mutés agiraient comme des dominants négatifs vis-à-vis des récepteurs non 
mutés. Toutefois, la pénétrance clinique est variable étant donné que certains membres de la 
famille de patients atteints d’ALPS-FAS présentent les mêmes défauts d’apoptose et les 
mêmes mutations génétiques, sans que cela se traduise par un quelconque symptôme. 
Récemment, une étude a permis de mettre en évidence que certains patients possèdent une 
mutation germinale sur un premier allèle de CD95, associée soit à une seconde mutation 
somatique sur le second allèle, soit à une perte d’hétérozygotie (Magerus-Chatinet et al., 
2011). Les patients souffrant d’un ALPS-sFAS présentent des mutations somatiques du 
récepteur CD95 tandis que ceux qui présentent des mutations germinales du ligand ou de la 
caspase-10 appartiennent respectivement aux groupes ALPS-FASLG et ALPS-CASP10. 
Ceux qui souffrent d’ALPS d’origine génétique inconnue appartiennent au groupe ALPS-U 
(pour Undetermined). Enfin, un nouveau groupe de maladies apparentées aux ALPS a été crée 
et regroupe notamment les patients présentant des mutations du gène codant pour la caspase 
8. Les patients souffrant d’ALPS-FAS représentent environ 70% des cas d’ALPS, suivis des 
ALPS-sFAS, puis des ALPS-CASP10 et des ALPS-FASLG. 
 
 
 
 
 
 
 
 17 
Ancienne 
nomenclature 
Nouvelle 
nomenclature Gene Définition 
ALPS de type 0 et 
ALPS de type Ia ALPS-FAS FAS 
Les patients remplissent les critères de diagnostic d’ALPS 
et ont des mutations germinales homozygotes de FAS. 
ALPS de type Im ALPS-sFAS FAS Les patients remplissent les critères de diagnostic d’ALPS et ont des mutations somatiques de FAS. 
ALPS de type Ib ALPS-FASLG FASLG Les patients remplissent les critères de diagnostic d’ALPS et ont des mutations  germinales de FASLG. 
ALPS de type IIa ALPS-CASP10 CASP10 
Les patients remplissent les critères de diagnostic d’ALPS 
et ont des mutations  germinales de CASP10. 
ALPS de type III ALPS-U Non déterminé 
Les patients remplissent les critères de diagnostic d’ALPS 
mais aucune mutation génétique n’est détectée (pour FAS, 
FASLG, CASP10). 
 
Les patients souffrant d’ALPS ont un risque accru de développer des lymphomes 
(Straus et al., 2001), suggérant également un rôle important du système CD95/CD95L dans 
l’immunité anti-tumorale, au moins dans les tissus lymphoïdes. De plus, des mutations du 
récepteur CD95, essentiellement situées au niveau du DD, ont été retrouvées dans différents 
types de cancers (Peter et al., 2005). Il a ainsi été proposé que le système CD95/CD95L 
pouvait être impliqué dans l’immunité anti-tumorale via son rôle de mécanisme effecteur des 
lymphocytes cytotoxiques. Plusieurs études ont mis en évidence in vitro que des lymphocytes 
T activés qui expriment la forme membranaire de CD95L peuvent induire l’apoptose de 
cellules CD95 positives, notamment tumorales. Cet effet cytotoxique, étant inhibé par 
l’utilisation d’anticorps ou de protéines de fusion Fas-Fc neutralisants CD95L, est bel et bien 
médié par CD95 (Rouvier et al., 1993). In vivo, chez des souris immunodéficientes, 
l’injection intra-péritonéale d’anticorps agonistes anti-CD95 humain permet une régression 
tumorale transitoire de cellules SKW6.4, des lymphocytes humains B transformés par EBV, 
implantées en sous-cutané (Trauth et al., 1989). Dans certains cas, il a été mis en évidence 
que l’injection in vivo de cellules tumorales permettait d’augmenter leur expression de CD95 
de façon très précoce, ce qui pourrait permettre leur élimination par les lymphocytes 
exprimant CD95L (Rosen et al., 2000). De plus, l’expression de CD95 par les cellules 
tumorales pourrait être stimulée par les cellules NK elles-mêmes ce qui permettrait une 
diminution de la progression tumorale via l’action cytotoxique de ces cellules NK (Bradley et 
al., 1998 ; Screpanti et al., 2001). Chez le patient, il a été mis en évidence que les 
lymphocytes CD8+ infiltrants des carcinomes du rein présentaient une expression exacerbée 
de CD95L, suggérant sa potentielle implication dans la réponse immune anti-tumorale 
(Elsässer-Beile et al., 2003).  
Table 2. Nouvelle classification des ALPS  d’après (Oliveira et al. 2010).  
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Expérimentalement, des différences de fonction et de signalisation ont été observées 
entre CD95L, sous sa forme soluble et membranaire, et des anticorps anti-CD95 agonistes, 
selon le contexte et le type cellulaire. Ainsi, ni CD95L soluble ni un anticorps monoclonal 
anti-CD95 n’induisent l’apoptose de lymphocytes du sang périphérique non activés, tandis 
qu’ils sont sensibles à l’utilisation de CD95L membranaire (Suda et al., 1997). CD95L 
soluble, tout comme l’anticorps monoclonal anti-CD95 CH-11 de type IgM utilisé dans cette 
étude, semble même exercer un effet inhibiteur sur la mort induite par CD95L membranaire 
dans les lymphocytes du sang périphérique non activés. L’activation de ces lymphocytes 
permet toutefois de les sensibiliser vis-à-vis de CD95L soluble (Suda et al., 1997). Les 
auteurs proposèrent ainsi que le clivage de CD95L exercerait plutôt un effet inhibiteur vis-à-
vis de son activité cytotoxique pour éviter l’élimination de cellules pouvant encore être utiles 
à l’organisme (lymphocytes naïfs ou au repos). Le même type d’observation a été réalisée par 
l’équipe de Nagata sur des cellules Jurkat, une lignée de leucémie T humaine, et des 
hépatocytes (Tanaka et al., 1998). Alors que l’injection de cellules de lymphomes exprimant 
uniquement CD95L membranaire induit un recrutement de neutrophiles, ceci n’est pas 
observé pour des cellules exprimant uniquement la forme soluble de ce ligand (Hohlbaum et 
al., 2000). La même étude a mis en évidence que les cellules exprimant uniquement CD95L 
soluble, contrairement à celles exprimant la forme membranaire, peuvent former des tumeurs 
chez la souris (Hohlbaum et al., 2000). De plus, la co-injection des deux populations 
cellulaires permet aux cellules exprimant CD95L membranaire de former des tumeurs. Les 
auteurs ont ainsi suggéré que CD95L soluble, par son absence d’action pro-inflammatoire 
aiguë et apoptotique, pourrait avoir un effet pro-tumorigène et contrecarrer l’effet de CD95L 
sous forme membranaire. Les différences d’action observées entre CD95L soluble, CD95L 
membranaire et les différents types d’anticorps agonistes pourraient également en partie 
s’expliquer par des différences de degré d’oligomérisation de CD95 que ces différents 
agonistes sont capables d’induire. En effet, alors que l’injection d’anticorps anti-CD95 
agonistes induit une hépatotoxicité massive et létale chez la souris (Ogasawara et al., 1993), 
une étude montra plus tard que ce n’est pas le cas quand du CD95L soluble recombinant est 
utilisé, et qu’une oligomérisation de CD95L soluble à l’aide d’anticorps est nécessaire pour 
rendre ce CD95L hépatotoxique (Schneider et al., 1998). Certains auteurs ont ainsi proposé 
que la cytotoxicité induite par CD95L, sous sa forme soluble, nécessitait son oligomérisation 
au minimum sous forme d’hexamère, c’est-à-dire un regroupement de deux trimères de 
récepteurs (Holler et al., 2003). De plus, seuls certains isotypes d’anticorps anti-CD95 
induisent l’apoptose de cellules exprimant CD95, ces observations étant attribuées à des 
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différences naturelles d’oligomérisation des différents isotypes, et donc à l’induction d’un 
degré différent d’oligomérisation de l’antigène cible (Dhein et al., 1992 ; Trauth et al., 1989). 
L’utilisation d’anticorps agonistes de CD95 pourrait induire des événements de signalisation 
différents de ceux observés avec CD95L soluble ou membranaire (Huang et al., 1999). Ainsi, 
alors que l’utilisation d’anticorps anti-CD95 agonistes résulte en une formation de 
macrocomplexes de récepteurs CD95 de 200-250 kDa résistants aux agents dénaturants, ceci 
n’est pas observé en réponse à CD95L soluble ou membranaire (Legembre et al., 2003) (cf. 
chapitre I.2.3.2.2). De plus, la réponse aux différentes formes de CD95L serait largement 
type-cellulaire dépendante et serait différente selon l’appartenance aux groupes de cellules 
dites de type I ou de type II (cf. chapitre I.2.6). Enfin, une étude récente utilisant des modèles 
murins ne pouvant produire CD95L sous sa forme soluble ou, à l’inverse, ne pouvant 
exprimer CD95L sous sa forme membranaire, a mis en évidence que seule la forme 
membranaire de CD95L semble essentielle pour sa fonction cytotoxique, anti-tumorigène et 
de prévention des lymphadénopathies et de l’autoimmunité tandis que la forme soluble aurait 
plutôt un effet favorisant l’auto-immunité et la tumorigénèse (O’ Reilly et al., 2009).    
I.2.3.1.3. DcR3. 
 
Un troisième récepteur pour CD95L a été décrit, il s’agit d’un récepteur leurre nommé 
DcR3 (Decoy Receptor 3). Ce récepteur ne possédant pas de domaine transmembranaire est 
soluble. DcR3 est surexprimé par certaines cellules cancéreuses primaires de poumon et de 
colon (Pitti et al., 1998). Il rentrerait alors en compétition avec CD95 pour la liaison de 
CD95L et bloquerait ainsi l’apoptose induite par CD95L. La surexpression de DcR3 par les 
cellules tumorales pourrait ainsi être un moyen efficace d’échappement au système 
immunitaire. DcR3 est également surexprimé dans des glioblastomes dans lesquels son 
niveau d’expression est corrélé au degré de malignité (Roth et al., 2001). De plus, dans le 
modèle 9L de gliosarcome de rat, l’expression ectopique de DcR3 par les tumeurs réduit 
l’infiltration de cellules T CD4+ et CD8+ ainsi que des cellules de la microglie (Roth et al., 
2001).  DcR3 est également capable de lier la cytokine TL1A et joue donc également le rôle 
de récepteur leurre en compétition avec DR3 pour la liaison de cette cytokine (Migone et al., 
2002). 
I.2.3.1.4. TRAIL et ses récepteurs. 
I.2.3.1.4.1. Structure de TRAIL et de ses récepteurs. 
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Le ligand TRAIL (Apo2L), de 281 acides aminés, a été identifié en 1995 par deux 
groupes, par homologie de séquence avec la partie extracellulaire de CD95L et du TNF 
(Wiley et al., 1995 ; Pitti et al., 1996). TRAIL est une protéine transmembranaire de type II 
s’associant en trimère et pouvant donc lier trois récepteurs, cette trimérisation du ligand 
potentialisant son activité biologique. La présence d’un atome de zinc associé à des cystéines 
est indispensable à son activité biologique (Hymowitz et al., 1999). Plus précisément, la 
cystéine située en position 230 de chacun des monomères permet la formation et la stabilité 
de trimères de TRAIL de façon zinc-dépendante (Bodmer, 2000).  
 
Cinq récepteurs de TRAIL furent ensuite identifiés chez l’Homme. Deux sont des 
récepteurs de mort classiques, DR4 et DR5, et les trois autres, DcR1, DcR2 et OPG, sont des 
récepteurs leurres. DR4 a d’abord été identifié par homologie de séquence avec la partie du 
TNFR1 contenant son domaine de mort (Pan, 1997a). DR5 a ensuite été identifié par 
plusieurs groupes la même année, notamment grâce à son homologie de séquence avec la 
partie de DR4 liant TRAIL, avec le DD du TNFR1, de CD95 et de DR3 ou encore avec les 
domaines CRD des membres de la famille des TNFRs (Walczak et al., 1997 ; MacFarlane et 
al., 1997 ; Screaton et al., 1997). Au niveau structural, DR4 et DR5 sont des protéines 
transmembranaires de type I qui possèdent un DD intra-cytoplasmique ainsi que trois CRD 
dans leur partie extracellulaire (Figure 7). DR5 possède deux formes d’épissage alternatif, la 
différence fonctionnelle entre ces deux formes restant à déterminer (Wang & Jeng, 2000). 
DR4 et DR5 sont O-glycosylés sur plusieurs sites et la présence de ces O-glycosylations 
favorise l’oligomérisation précoce des récepteurs suite à la liaison de TRAIL (Wagner et al., 
2007). DcR1 et DcR2 ont été identifiés selon leur homologie de séquence avec la partie 
extracellulaire de liaison à TRAIL de DR4 et DR5 et possèdent également 3 CRD (Pan, 
1997b ; MacFarlane et al., 1997 ; Sheridan, 1997 ; Marsters et al., 1997 ; Degli-Esposti et al., 
1997b ; Degli-Esposti et al., 1997a). DcR1, qui ne contient pas de domaine cytoplasmique, est 
ancré à la membrane via une ancre GPI (pour Glycosyl Phosphatidyl Inositol). DcR2 possède 
un domaine transmembranaire et un domaine de mort tronqué qui n’est pas fonctionnel. 
Enfin, TRAIL lie aussi un cinquième récepteur, nommé ostéoprotégérine (OPG) qui est un 
récepteur soluble sur lequel se lie TRAIL avec une affinité plus faible (Simonet et al., 1997 ; 
Emery et al., 1998). OPG est un récepteur soluble à TRAIL exprimé par de nombreux tissus, 
qui joue le rôle de leurre, et neutralise donc le ligand.  Il avait initialement été décrit comme 
étant un récepteur sécrété dimérique inhibant la différentiation des ostéoclastes (Simonet et 
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al., 1997). OPG serait ainsi un récepteur leurre pour RANKL (Receptor Activator of %F"& 
Ligand), un autre membre de la superfamille du TNF$ qui régule notamment la 
différenciation des ostéoclastes (Lacey et al., 1998) Chez la souris, un seul récepteur de mort 
liant TRAIL à été identifié et DcR1 et DcR2 sont également exprimés (Wu et al., 1999) 
(Figure 7).  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
I.2.3.1.4.2. Expression et rôles physiologiques de TRAIL et de ses récepteurs. 
 
TRAIL est exprimé dans de nombreux organes et son expression est particulièrement 
élevée dans certains, comme la prostate, la rate et les poumons (Wiley et al., 1995). De façon 
similaire à ce qui est connu pour CD95L, l’expression membranaire de TRAIL est augmentée 
au cours de l’activation lymphocytaire. TRAIL existe également sous forme soluble, suite à 
un clivage par des cystéines protéases. In vitro, l’activité cytotoxique de cette forme soluble 
via DR5 nécessiterait l’oligomérisation de ce ligand, l’oligomérisation n’étant à l’inverse pas 
nécessaire pour son action cytotoxique via DR4 (Wajant et al., 2001). L’expression de 
TRAIL peut également être augmentée par les interférons. Il a notamment été mis en évidence 
qu’il pouvait être sécrété par les monocytes et les neutrophiles suite à leur stimulation par 
l’IFN$, leur permettant d’induire l’apoptose de cellules leucémiques in vitro (Tecchio et al., 
Figure 7. Structure des récepteurs liant TRAIL. Les 4 récepteurs possèdent 3 domaines riches en 
cystéine (CRD). TM : domaine transmembranaire, DD : domaine de mort, G : ancre GPI. Les structures 
numérotées de i à v sont des répétitions TAPE (riches en Thréonine Alanine Proline et Acide Glutamique) 
de 15 acides aminés chacune. Les structures hachurées représentent les séquences signal, clivées au cours 
de la traduction (LeBlanc & Ashkenazi, 2003). 
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2004). TRAIL étant également stocké dans des vésicules sécrétoires de cellules T, son 
expression à la surface cellulaire peut être augmentée par exocytose (Monleón et al., 2001).  
 
DR4 et DR5 sont également exprimés par de nombreux tissus sains et cancéreux. La 
diminution d’expression de DR4 ou DR5 dans les cellules tumorales semble être un 
événement rare et qui serait donc mineur dans les phénomènes de résistance que peuvent 
présenter certaines cellules cancéreuses vis-à-vis de la mort induite par TRAIL. A l’inverse, 
de nombreuses études montrent que l’expression des récepteurs leurres est réduite dans les 
cellules cancéreuses (Tableau 3).  
 
 
Différentes voies de signalisation pourraient influencer la sensibilité cellulaire vis-à-
vis de TRAIL en modulant l’expression de ses récepteurs. Au niveau transcriptionnel, 
l’expression de DR5 est augmentée suite à l’activation de p53 (Wu et al., 1997). De plus, 
l’apoptose induite par TRAIL est exacerbée en présence de divers agents chimothérapeutiques 
tels que l’étoposide, l’aracytidine et la doxorubicine, phénomène attribué à une augmentation 
de l’expression de DR5 dans des cellules leucémiques HL-60 (Wen et al., 2000). Plusieurs 
études ont également mis en évidence une augmentation d’expression des protéines DR4 et/ou 
DR5 en réponse à des inhibiteurs du protéasome, tels que le Bortezomib, des inhibiteurs 
d’histones déacétylases, l’irradiation, le 5-Fluorouracil (5FU) et le cisplatine dans différents 
types de lignées cancéreuses (Koschny et al., 2007 ; Guo et al., 2004 ; Di Pietro et al., 2001 ; 
Ganten et al., 2004 ; Kondo et al., 2006). Toutefois, plusieurs études indiquent qu’il 
n’existerait pas nécessairement de corrélation entre l’expression des récepteurs, que ce soit au 
niveau de l’ARNm ou de la protéine et la sensibilité à la mort induite par TRAIL. Par 
exemple, des mutations du DD de DR4 ainsi que le niveau d’expression de c-FLIP (cf. 
chapitre I.2.7.1) rentrent en jeu pour réguler cette sensibilité (Kim et al., 2000). L’effet 
Récepteurs 
ARNm recherché dans des 
lignées de gliomes humaines 
(Monleón et al., 2001) 
ARNm recherché dans des 
lignées de mélanome 
(Griffith et al., 1998) 
ARNm détecté dans des lignées 
de carcinomes mammaires. 
 (Rieger et al., 1998) 
DR4 8/12 4/8 11/11 
DR5 11/12 8/8 11/11 
DcR1 4/12 1/8 3/11 
DcR2 2/12 1/8 Non évalué 
Tableau 3.  Exemple d’évaluation de l’expression des récepteurs à TRAIL dans différentes lignées 
cancéreuses. 
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synergique de l’utilisation de 5FU et de TRAIL a d’ailleurs été également attribué à la 
capacité du 5FU d’induire une diminution de l’expression de c-FLIP (Ganten et al., 2004).  
 
Parmi les premières expériences menées sur les récepteurs de TRAIL, il a été montré 
que la transfection transitoire de cellules par DR4 ou DR5 peut déclencher l’apoptose (Pan, 
1997a ; Sheridan, 1997). TRAIL peut induire l’apoptose cellulaire via DR4 ou DR5 de façon 
indépendante (Kischkel et al., 2000 ; Sprick et al., 2000). Dans les cellules qui expriment les 
deux récepteurs, des hétérocomplexes DR4-DR5 peuvent être formés mais leur rôle reste 
indéterminé (Kischkel et al., 2000). 
 
La transfection transitoire de DcR1 dans des cellules sensibles à TRAIL n’induit pas 
d’apoptose en elle-même et s’oppose à l’apoptose induite par ce ligand (Sheridan, 1997). Il a 
également été mis en évidence que le clivage de l’ancre GPI de DcR1, par le traitement de 
cellules par une PI-PLC (pour Phosphatidyl Inositol-PhophoLipase C) éxogène s’accompagne 
d’une sensibilisation des cellules (Sheridan, 1997). De façon similaire, la transfection 
transitoire de DcR2 dans des cellules sensibles à TRAIL n’a pas d’effet cytotoxique 
intrinsèque et inhibe l’apoptose induite par ce ligand, effet qui ne dépendrait pas de la 
présence du domaine cytoplasmique de ce récepteur (Sheridan, 1997). Il a initialement été 
proposé que l’action inhibitrice des récepteurs leurres sur la signalisation cytotoxique induite 
par TRAIL était due à une compétition de ces récepteurs avec DR4 et DR5 pour la liaison de 
TRAIL. Il a également été mis en évidence que l’effet inhibiteur de DcR2 serait lié à sa 
capacité d’interaction avec DR5 via le domaine PLAD (Clancy et al., 2005). De plus, le 
groupe d’Olivier Micheau a mis en évidence que DcR1 jouerait un rôle inhibiteur sur la 
signalisation de DR4 et DR5 en séquestrant TRAIL au sein des radeaux lipidiques. A 
l’inverse, DcR2 interagirait avec DR5 et inhiberait le recrutement de DR4, conduisant à la 
formation d’un DISC inactif (Merino et al., 2006). Un autre mécanisme possible d’inhibition 
de la signalisation des récepteurs agonistes pourrait être lié à la capacité de TRAILR4 
d’activer %F"&, qui favorise l’expression de gènes anti-apoptotiques, ou par la capacité de 
TRAIL à activer Akt (Lalaoui et al., 2011) et à ainsi induire des signaux en faveur de la 
prolifération cellulaire (Degli-Esposti et al., 1997a). La plupart des rôles physiologiques 
décrits pour TRAIL mettraient en jeu sa capacité à induire l’apoptose de cellules sensibles.  
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Les souris KO pour DR4, DR5 ou TRAIL ne présentent pas de défaut de 
développement embryonnaire, suggérant que le système TRAIL/TRAILR n’est pas essentiel à 
l’apoptose ayant lieu au cours de l’embryogénèse. Il a été proposé que TRAIL, dans une 
moindre mesure par rapport à CD95L, pourrait être impliqué dans l’AICD (Martínez-Lorenzo 
et al., 1998). Un groupe a mis en évidence que les souris déficientes en TRAIL présentent un 
nombre augmenté de thymocytes et a suggéré que TRAIL pourrait être impliqué dans la 
sélection négative thymique (Lamhamedi-Cherradi et al., 2003). Toutefois, ces résultats ont 
été largement remis en cause par une seconde étude (Cretney et al., 2003). TRAIL jouerait 
également un rôle dans le privilège immun de certains tissus, par exemple le 
syncitiotrophoblaste, en facilitant l’apoptose de lymphocytes activés (Phillips et al., 1999).  
 
Le rôle de TRAIL, en tant que cytokine effectrice du système immunitaire jouant un 
rôle dans l’immunité anti-tumorale, a été plus largement étudié. Comme évoqué 
précédemment, contrairement à DR4 et DR5, peu de lignées cellulaires tumorales expriment 
DcR1 ou DcR2. Alors que TRAIL permet de tuer efficacement divers types de lignées 
cellulaires tumorales, la cytotoxicité est moindre, voire nulle, sur des lignées de cellules 
saines, d’où l’intérêt porté à ce ligand comme thérapie anti-cancéreuse potentielle (cf. chapitre 
I.6) (Ashkenazi et al., 1999 ; Walczak et al., 1999). En 2001, il a été suggéré que TRAIL, 
exprimé par les cellules NK murines, limitait la dissémination hépatique de différents 
modèles cellulaires tumoraux injectés dans la veine porte (Takeda et al., 2001). Le même 
groupe a mis en évidence que la neutralisation de TRAIL par un anticorps favorisait le 
développement de tumeurs induites par un carcinogène, et que l’effet protecteur de TRAIL 
était en partie médié par les NK, et dépendrait de l’IFN# (Takeda et al., 2002). De plus, le 
développement de tumeurs formées par l’injection de cellules murines 4T1 de carcinomes 
mammaires ainsi que celui de fibrosarcomes chimio-induits sont exacerbés chez les souris 
KO pour TRAIL (Cretney et al., 2002). Plus de 25% des souris déficientes pour TRAIL âgées 
de 500 jours présentent des cancers lymphoïdes spontanés. En 2008, le groupe d’Henning 
Walczak a montré que des souris KO pour TRAILR présentaient une augmentation des 
métastases ganglionnaires issues de cancers épidermoïdes chimio-induits (Grosse-Wilde et 
al., 2008). Un second groupe a également mis en évidence que la perte mono ou bi-allélique 
de TRAILR chez des souris développant spontanément des lymphomes accélérait l’apparition 
et l’évolution de cette pathologie (Finnberg et al., 2008). Toutefois, une étude a mis en 
évidence que la perte de TRAILR n’influençait pas la formation de tumeurs intestinales chez 
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des souris présentant une mutation hétérozygote d’Apc (Adenomatous Polyposis Coli) (Yue et 
al., 2004) laissant penser que l’influence du système TRAIL/TRAILR pourrait être dépendant 
du type tumoral et/ou du grade.  
 
Plusieurs études ont mis en évidence que des lignées cellulaires cancéreuses de sein, 
de prostate et d’adénocarcinomes coliques expriment suffisamment d’OPG pour leur conférer 
une résistance vis-à-vis de la mort induite par TRAIL. OPG pourrait également être produit 
par des cellules stromales de la moelle osseuse de patients atteints de cancers du sein ou de la 
prostate (pour revue : Reid & Holen, 2009). De plus, la surexpression d’OPG par des cellules 
de cancer du sein favorise leur croissance in vivo chez la souris au niveau osseux sans 
toutefois que cet effet soit attribué à une inhibition de l’apoptose, suggérant plusieurs types 
d’action d’OPG en faveur de la croissance tumorale (Fisher et al., 2006). 
I.2.3.2. Signalisation apoptotique émanant des récepteurs de mort.  
 
Dans ce chapitre, les principaux événements de la signalisation apoptotique seront 
essentiellement décrits pour le récepteur CD95. 
I.2.3.2.1. La formation du DISC, l’activation et le rôle des caspases initiatrices 2, 8 et 10 dans la 
signalisation apoptotique émanant des récepteurs de mort. 
 
 Les DR sont caractérisés par la présence d’un domaine de mort (DD) permettant le 
recrutement de protéines adaptatrices et la transmission du signal apoptotique. Une étude de 
cristallographie a permis de proposer un modèle précis des mécanismes moléculaires précoces 
faisant suite à l’interaction de CD95L avec son récepteur. Ainsi, la liaison de CD95L sur 
CD95 permettrait de regrouper un nombre suffisant de récepteurs en les maintenant en 
conformation « ouverte », c’est-à-dire ayant le DD exposé. Ce rapprochement induit la 
formation d’interactions entre des domaines globulaires des différents trimères de récepteurs 
et le DD de CD95 serait alors disponible pour lier FADD qui stabiliserait les ponts entre 
récepteurs (Scott et al., 2008). L’interaction entre CD95 et FADD est homotypique puisque 
FADD contient un DD qui lui permet d’interagir avec le DD de CD95 (Boldin et al., 1995 ;  
Chinnaiyan et al., 1995). La protéine FADD est essentielle au développement embryonnaire 
et à l’apoptose DR3-médiée ainsi qu’à celle induite par CD95L  (Zhang et al., 1998 ; Juo et 
al., 1999 ; Yeh, 1998). En effet, FADD permet le recrutement des pro-caspases initiatrices 8 
(MACH/FLICE/Mch5) et 10 (FLICE2/Mch-4), via une interaction homotypique entre les 
DED (Death Effector Domain) présents sur la partie N-terminale de ces caspases et de 
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FADD (Boldin et al., 1996 ; Muzio et al., 1996 ; Vincenz & Dixit, 1997 ; Medema et al., 
1997). L’ensemble forme un complexe protéique en quelques secondes, le DISC pour Death 
Inducing Signalling Complex, dont la formation est indispensable à l’émergence des signaux 
apoptotiques sous-jacents (Figure 8) (Kischkel et al., 1995 ; Scaffidi et al., 1998). Le DISC 
comprend également la protéine inhibitrice  c-FLIP (Irmler et al., 1997) (cf. chapitre 1.2.7). 
La stimulation de DR4 ou DR5 induit également l’apoptose cellulaire via FADD et le DISC, 
également formé suite à la liaison de TRAIL sur DR4 ou DR5, dont la formation serait 
indispensable à l’induction d’apoptose par TRAIL (Schneider et al., 1997 ; Sprick et al., 2000 
; Bodmer et al., 2000 ; Kischkel et al., 2000). 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 Les caspases 8 et 10 activées au niveau du DISC sont capables de cliver et d’activer les 
caspases effectrices 3, 7 et 6 qui conduiront à la protéolyse de nombreux substrats et à la mort  
de la cellule (Fernandes-Alnemri et al., 1996 ; Muzio et al., 1997 ; Lavrik et al., 2003) . 
L’activation des caspases 8 et 10 au sein du DISC constitue donc une étape d’initiation 
cruciale de la voie apoptotique extrinsèque émanant des DR. En parallèle, les caspases 8 et 10 
sont également capables de cliver la protéine Bid (Bcl-2 Interacting Domain) (Milhas et al., 
2005 ; Li et al., 1998) ce qui participe à l’activation de la voie mitochondriale de l’apoptose 
Figure 8. Formation du DISC et induction de l’apoptose. La liaison de FasL sous sa forme membranaire 
(mFasL) (a) ou d’un anticorps anti-Fas agoniste, oligomérisé par un anticorps secondaire, (b) induit le 
recrutement de FADD, la caspase 8, la caspase 10 et FLIP (cf. chapitre I.2.7) au sein d’un complexe 
protéique nommé le DISC. Les caspases 8 et 10 ainsi activées peuvent alors propager le signal apoptotique 
(Rieux-Laucat 2003) 
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(cf. chapitre I.2.4).  
 
Selon le modèle d’activation des caspases dit de « dimérisation proximité induite », les 
pro-caspases initiatrices 8 peuvent s’autoactiver par clivage quand elles se trouvent 
regroupées en dimères, ce qui est le cas au sein du DISC (Salvesen & Dixit, 1999 ; Muzio et 
al., 1998). Toutefois, l’importance du clivage entre les deux sous-unités dans l’activation de 
la pro-caspase 8 reste très controversée. Ainsi, des expériences de dimérisation in vitro ont 
permis de mettre en évidence que, bien que des mutations des sites de clivages entre les 
domaines p20 et p10 de la caspase 8 réduisaient l’activité catalytique des homodimères, elles 
ne l’abolissaient pas. Ainsi, in vitro, des mutants non clivables peuvent être efficacement 
activés par dimérisation (Chang et al., 2003 ; Pop et al., 2007). D’autres études ont également 
permis de proposer que l’activation des caspases initiatrices 8 (mais également 9) requière 
leur dimérisation et que leur auto-clivage protéolytique serait un évènement secondaire 
résultant de la stabilisation de dimères actifs  (Boatright et al., 2003 ; Pop et al., 2006 ; 
Donepudi et al., 2003).  
 
A l’inverse, des études suggèrent que le clivage seul, en l’absence de dimérisation, 
pourrait permettre l’activation de la caspase 8 (Sohn, 2004 ; Murphy, 2004). Une étude plus 
récente de reconstitution du DISC in vitro suggère qu’une forme de caspase 8 non clivable ne 
peut pas être efficacement activée par la formation du DISC (Hughes et al., 2009). 
Dernièrement, une étude montre que les deux événements, dimérisation et clivage inter-
domaines p10 p20, sont nécessaires à l’activation de la caspase 8 (Oberst et al., 2010). 
D’autres événements moléculaires pourraient également influencer l’activation de la caspase 
8. En effet, une étude récente a mis en évidence que la liaison de TRAIL sur ses récepteurs 
agonistes induit une ubiquitinylation de la caspase 8 qui favoriserait son aggrégation et son 
activation au sein du DISC (Jin et al., 2009).  
 
Bien qu’aucun consensus n’existe réellement quant au mode précis d’activation de la 
caspase 8, son rôle fonctionnel primordial dans l’induction d’apoptose par les ligands de mort 
CD95L ou TRAIL a été mis en évidence dans plusieurs études (Juo et al., 1998 ; Salmena, 
2003). Ainsi, la génération de souris déficientes en caspase 8 a permis de mettre en évidence 
l’importance de cette caspase dans la mort induite par les ligands de mort mais également son 
rôle primordial dans le développement embryonnaire en particulier du coeur, du tube neural et 
de progéniteurs hématopoiétiques (Varfolomeev et al., 1998). La génération de souris 
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exprimant une caspase 8 ne pouvant être clivée a permis de mettre en évidence que ce type de 
mutation, contrairement à ce qui est observé chez les souris caspase 8 KO, n’est pas létale 
(Kang et al., 2008). De plus, l’absence de clivage de la caspase 8 inhibe l’effet cytotoxique 
dépendant de CD95, in vitro et in vivo sans affecter les autres signalisations émanant de ce 
récepteur. 
 
La caspase initiatrice 10, qui possède une homologie forte avec la caspase 8, est 
exprimée chez l’Homme mais pas chez la souris. Le rôle de la caspase 10, qui est également 
recrutée et activée au niveau du DISC, dans la signalisation apoptotique émanant des 
récepteurs CD95 ou TRAILRs, est controversé. Ainsi, les lymphocytes de patients atteints 
d’ALPS-CASP10 résistent à l’apoptose induite par TRAIL ou par CD95L (Wang et al., 
1999). De plus, la surexpression de la caspase 10 dans des cellules Jurkat déficientes en 
caspase 8 permet de les resensibiliser vis-à-vis de CD95L (Wang et al., 2001). Un autre 
groupe indique  que la caspase 10, recrutée au sein du DISC sous CD95L ou TRAIL induit 
l’apoptose de cellules n’exprimant naturellement pas la caspase 8 (Kischkel, 2001). Toutefois, 
le groupe d’Henning Walczak a montré que, bien que la caspase 10 soit recrutée au sein du 
DISC, elle ne pouvait pas compenser fonctionnellement la déficience en caspase 8 en réponse 
à TRAIL ou à CD95L (Sprick et al., 2002). Enfin, l’équipe de Thierry Levade a mis en 
évidence que le niveau d’expression de la caspase 10 endogène dans des cellules Jurkat 
déficientes en caspase 8, est corrélé avec leur niveau de sensibilité à CD95L (Milhas et al., 
2005). 
 
La caspase initiatrice 2 est également activée en réponse à CD95L ou à des anticorps 
agonistes anti-CD95. Toutefois, l’importance de cette caspase dans la mort induite par les 
ligands de mort reste peu connue et controversée. Une étude indique que la diminution 
d’expression de la forme longue de la caspase 2 diminue la sensibilité des cellules vis-à-vis de 
la mort induite par un anticorps anti-CD95 agoniste (Droin et al., 2001). Cette étude n’a 
toutefois pas permis de détecter la caspase 2 au sein du DISC. A l’inverse, le groupe de Peter 
Krammer a mis en évidence que cette caspase est recrutée et activée au sein du DISC du 
récepteur CD95, mais qu’elle ne peut se substituer à la caspase 8 pour l’induction d’apoptose 
(Lavrik et al., 2006).  
 
Faisant suite à la formation du DISC, la formation d’un second complexe de 
signalisation, le complexe II, au cours de la signalisation de CD95 a été mis en évidence dans 
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différentes lignées lymphocytaires B et T. Ce complexe cytosolique, composé de la pro-
caspase 8, des différentes formes de cFLIP et de FADD mais pas de CD95, permettrait 
d’amplifier l’activation des caspases (Lavrik et al., 2008). La formation de deux complexes 
consécutifs a également été proposée dans la signalisation du TNFR1. Le TNFR1 est en effet  
capable de recruter FADD et d’activer la cascade apoptotique, de façon indirecte, via 
l’intermédiaire d’une protéine adaptatrice nommée TRADD (pour TNFR-Associated via 
death domain) (Hsu et al., 1995). TRADD est aussi responsable du recrutement de la 
sérine/thréonine kinase RIP1 (pour Receptor (TNFRSF)-Interacting Protein) qui peut être à 
l’origine de voies des signalisations en faveur de la survie cellulaire ou de la mort (Hsu et al., 
1996a ; Hsu et al., 1996b). L’équipe de Jurg Tschopp a observé la formation de deux 
complexes consécutifs, le complexe I comprenant le TNFR1 lui-même, TRADD, RIP1 et 
TRAF2 et le complexe II, formé après l’internalisation du TNFR1 et sa dissociation du 
complexe 1, regroupant TRADD, RIP1, FADD et la caspase 8 (Micheau & Tschopp, 2003). 
Ceci reste toutefois controversé, puisqu’un second modèle propose que le TNFR1 doit être 
internalisé pour former un DISC composé de TRADD, FADD et caspase 8, tandis que dans 
des cellules exprimant un TNFR1 ne pouvant être internalisé, un recrutement de RIP1 et 
TRAF2 par le TNFR1 est observé au niveau de la membrane plasmique (Schneider-Brachert 
et al., 2004). Ce complexe II existerait également dans la signalisation de TRAIL et serait 
composé de FADD, caspase-8, RIP1, TRAF2 et NEMO (IKK#) et permettrait l’activation de 
JNK et p38 et %F"& (Varfolomeev, 2005).  
I.2.3.2.2. Les événements membranaires : l’initiation membranaire du signal et l’internalisation des 
récepteurs de mort. 
 
 En l’absence de stimulation, les récepteurs CD95, tout comme DR4 et DR5, sont pré-
associés en trimères inactifs dont la formation dépend de la présence du domaine 
extracellulaire PLAD. Cette pré-association est nécessaire à l’induction du signal apoptotique 
par CD95L (Siegel, 2000).  
 
 Dans les toutes premières secondes suivant la liaison de CD95L sur son récepteur, donc 
avant l’activation de la caspase 8,  les récepteurs CD95 seraient regroupés en aggrégats de 90 
à 200 kDa résistants aux SDS et au mercaptoéthanol parfois nommés « CD95hi » dont la 
formation serait nécessaire à l’induction de la signalisation apoptotique sous-jacente 
(Algeciras-Schimnich & Peter, 2002 ; Kamitani et al., 1997 ; Papoff et al., 1999 ; Kischkel et 
al., 1995 ; Feig et al., 2006). Une équipe a proposé qu’il existerait en réalité plusieurs sous-
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types de ces micro-aggrégats résistants au SDS, au moins trois, de 90 kDa, 200 kDa  et 180 
kDa (correspondants au « CD95hi ») en SDS-PAGE. FADD et la caspase-8 seront ensuite 
préférentiellement recrutées au sein de ces structures CD95hi pour former des hiDISC (pour 
high molecular weight DISC) (Feig et al., 2006). La formation de ces hiDISC serait 
dépendante de la palmitoylation du récepteur CD95. La formation physiologique des micro-
aggrégats résistants au SDS, ainsi que leur rôle exact dans l’induction de la signalisation 
apoptotique sous-jacente ont été controversés. En effet, la formation de ces aggrégats semble 
être seulement la résultante de l’utilisation d’anticorps agonistes anti-CD95 et est absente 
lorsque les cellules testées sont traitées avec du CD95L sous sa forme soluble ou 
membranaire non étiquettés (Legembre et al., 2003). Une étude antérieure a également 
suggéré qu’il n’existe pas de corrélation entre la formation des micro-aggrégats de CD95 et la 
sensibilité à l’apoptose médiée par CD95 (Lee & Shacter, 2001).  
 
 Il a été mis en évidence que le récepteur CD95 pouvait se localiser au sein de 
microdomaines membranaires particulier appelés rafts, ou radeaux lipidiques, enrichis en 
sphingolipides et en cholestérol, dont le démantèlement inhiberait l’induction d’apoptose 
dépendante de CD95 (Hueber et al., 2002 ; Eramo et al., 2004 ; Muppidi & Siegel, 2004 ; 
Legembre et al., 2006). La localisation de CD95 au sein de ces microdomaines serait 
constitutive pour certains types cellulaires, dits de type I, tandis qu’elle serait induite par 
CD95L pour les cellules dites de type II, un processus apparemment indépendant de la 
formation du DISC et de la présence du DD de CD95 (cf. chapitre I.2.6) (Eramo et al., 2004 ; 
Muppidi & Siegel, 2004). Il a notamment été mis en évidence que certaines molécules de 
chimiothérapie pouvait favoriser la localisation et l’aggrégation des récepteurs CD95 au sein 
des rafts (Gajate et al., 2004 ; Gajate & Mollinedo, 2007). Les récepteurs CD95, en 
association avec CD95L sous sa forme membranaire, formeraient également des clusters 
supra moléculaires qui persisteraient plusieurs heures (Henkler et al., 2005). La formation de 
ces clusters est indépendante de la présence du domaine intracellulaire de CD95, de FADD, 
contrairement aux clusters formés en présence de CD95L soluble. De plus, les clusters formés 
par l’utilisation de CD95L membranaire sont également observés en présence de la méthyl-! 
cyclodextrine qui déplète les cellules en cholestérol, et déstabilise donc la structure des rafts, 
contrairement à ceux formés avec du CD95L soluble.  
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 Une étude a également mis en évidence une étape suivante qui correspond à la 
formation de SPOTS (pour Signaling Protein Oligomeric Transduction Structures), des 
agrégats de récepteur CD95 à la surface cellulaire, colocalisés avec des composants des rafts, 
et dont la formation nécessite la présence de FADD et d’un DD intact sur CD95 mais ne 
dépend pas de l’activité caspase (Siegel et al., 2004).  
 
 L’étape suivante serait celle du capping ou du clustering, c’est-à-dire la formation de 
très larges regroupements (caps ou clusters) latéraux de récepteurs qui sont rapidement 
internalisés (Algeciras-Schimnich & Peter, 2002). La localisation de CD95 au sein des rafts 
ainsi que la formation des caps sont augmentées, par des élévations de céramide, un 
sphingolipide pro-apoptotique (cf. chapitre II.3.2.2) (Cremesti, 2001 ; Grassmé et al., 2003).  
Figure 9. Chronologie potentielle des événements de signalisation émanant de CD95. L’interaction 
CD95-CD95L provoque dans un premier temps la formation de micro-aggrégats de CD95 résistants au 
SDS, les CD95hi qui vont transloquer au sein des radeaux lipidiques. Ce phénomène de translocation serait 
dépendant de la palmitoylation de CD95 et de l’association de CD95 au cytosquelette d’actine via l’ezrine. 
Une première vague de recrutement de FADD et de la caspase 8 en petite quantité aurait alors lieu. L’étape 
suivante est la formation de SPOTS ce qui conduit au capping ou clustering des récepteurs CD95. CD95 
serait alors capable d’induire l’activation de la voie des MAPK et de NF"B, voies en faveur de la 
prolifération cellulaire. L’étape suivante consiste en une internalisation clathrine et ezrine dépendante des 
récepteurs, phénomène en l’absence duquel l’apoptose ne peut être induite dans des cellules de type I. Au 
cours de l’internalisation, des quantités plus importantes de composants du DISC sont recrutés, permettant 
l’activation de la caspase 8 au sein de complexes de plusieurs mégadaltons (hiDISC), et l’induction de la 
signalisation apoptotique sous-jacente. CCP, clathrin-coated pit; CCV, clathrin-coated vesicle (Schütze et 
al., 2008) 
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 La dernière étape correspondrait à l’internalisation des récepteurs CD95, étape majeure 
dans les cellules de type I (Eramo et al., 2004 ; Algeciras-Schimnich & Peter, 2003). Cette 
étape d’internalisation est induite indifféremment par du CD95L soluble ou membranaire, 
dépend de la polymérisation du cytosquelette d’actine et met en jeu un phénomène 
d’endocytose par des vésicules à clathrine (Lee et al., 2006). De plus, les différents 
composants du DISC seraient préférentiellement recrutés au sein des récepteurs CD95 du 
compartiment endosomal et l’inhibition du phénomène d’internalisation dans les cellules de 
type I diminue le recrutement des composants du DISC et l’induction de la signalisation 
apoptotique (Lee et al., 2006). L’inhibition de l’internalisation induite par CD95L induit une 
génération de signaux prolifératifs mettant en jeu Erk et NF"B (Lee et al., 2006). La 
palmitoylation du récepteur CD95 est nécessaire pour sa redistribution au sein des radeaux 
lipidiques et son association à l’ezrine et au cytosquelette d’actine, qui joue un rôle important 
dans son internalisation et l’induction du signal de mort sous-jacent (Chakrabandhu et al., 
2006). Une région de CD95, située du coté intra-cytoplasmique, riche en lysine jouerait 
également un rôle important dans la localisation de CD95 dans les rafts et dans son 
internalisation (Rossin et al., 2010). Toutefois, l’importance de l’internalisation de CD95 dans 
les cellules de type I et l’implication du cytosquelette d’actine dans la signalisation 
apoptotique induite par le ligand naturel, sous forme soluble ou membranaire, a récemment 
été controversée (cf. chapitre I.2.6) (Chaigne-Delalande et al., 2009). Dans le cas du TNFR1, 
et quelque soit le modèle de formation des complexes signalisants considéré, l’internalisation 
est primordiale pour l’induction d’une signalisation pro-apoptotique. Toutefois, l’importance 
de l’internalisation des DR dans l’induction d’une signalisation apoptotique est également 
remise en cause par l’observation selon laquelle les récepteurs de TRAIL, bien qu’ils puissent 
subir ce phénomène, ne nécessitent pas d’être internalisés pour induire un signal apoptotique 
(Kohlhaas et al., 2007) . 
I.2.4. La voie intrinsèque. 
 
La voie de signalisation intrinsèque est induite par différents stress cellulaires, tels que 
l’induction de dommages à l’ADN (par des radiations ou des molécules de chimiothérapie par 
exemple), le détachement des cellules de la matrice extra-cellulaire ou encore la privation en 
facteurs de croissance. Quand il s’agit d’une réponse à l’induction de dommages à l’ADN, 
l’activation de cette voie met souvent en jeu la protéine p53, un facteur de transcription, 
fréquemment muté, délété ou inactivé dans les cellules cancéreuses. La voie intrinsèque 
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implique une perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, qui permet le 
relargage de facteurs issus de l’espace intermembranaire mitochondrial, conduisant à 
l’activation des caspases et à l’apoptose cellulaire. Cette perméabilisation est un évènement 
très finement régulé par les membres de la famille d’une protéine nommée Bcl-2 (pour B-cell-
lymphoma-2). La perméabilisation est fréquemment précédée, accompagnée ou suivie d’une 
dissipation du potentiel membranaire mitochondrial ('(m). La perméabilisation de la 
membrane externe de la mitochondrie aboutit, in fine, à la mort de la cellule car elle permet, 
d’une part, le relargage de facteurs activateurs des caspases ainsi que de molécules effectrices 
de la mort caspase-indépendante et, d’autre part, une altération du métabolisme de la 
mitochondrie qui est nécessaire à la survie cellulaire. Parmi les nombreux facteurs relargués, 
le cytochrome c conduit à la formation d’une plateforme de signalisation appelée 
l’apoptosome, permettant l’activation de la caspase initiatrice 9.  
I.2.4.1. Présentation des membres de la famille de Bcl-2. 
 
Bcl-2 a initialement été découverte via l’observation d’une translocation 
chromosomique (t 14 :18) fréquente dans les lymphomes folliculaires B (Tsujimoto et al., 
1985). En effet, le gène codant pour cette protéine est fréquemment transloqué dans ce type 
de pathologies et se retrouve dépendant d’un promoteur de gènes codants pour les chaines 
lourdes des immunoglobulines (Bakhshi et al., 1985). Ainsi surexprimée, Bcl-2 favoriserait la 
survie cellulaire en s’opposant à la mort cellulaire par apoptose. Bcl-2 fut ainsi un des 
premiers oncogènes découverts dont la surexpression n’avait pas pour effet de favoriser 
directement la prolifération cellulaire mais était associée à une capacité de résistance à 
l’induction de mort, renforçant l’idée selon laquelle la capacité de résister à la mort cellulaire 
peut également participer au développement tumoral (Vaux et al., 1988).  
 
On distingue actuellement plusieurs dizaines de protéines au sein de la famille de Bcl-
2, regroupées en trois groupes : un groupe de protéines homologues à Bcl-2 en terme de 
structure et de fonction, et qui regroupe donc les membres anti-apoptotiques, et deux autres 
groupes de protéines qui jouent un rôle en faveur de l’apoptose (Figure 10). Tous les 
membres de cette famille possèdent au moins un domaine BH (pour Bcl-2 Homology domain 
ou domaine d’homologie à Bcl-2). Certains membres possèdent également un domaine 
transmembranaire, ce qui permet leur ancrage à la membrane externe de la mitochondrie, au 
niveau du réticulum endoplasmique ou de l’enveloppe nucléaire. Le groupe des membres 
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anti-apoptotiques comprend en particulier Bcl-2 et Bcl-XL qui possèdent 4 domaines 
d’homologie à Bcl-2 (BH1, 2, 3 et 4) et sont localisées au niveau mitochondrial en l’absence 
de stimuli apoptotique (Youle & Strasser, 2008). Au sein des membres pro-apoptotiques, on 
distingue deux groupes. Le premier, celui des membres « BH3-only », regroupe des protéines 
qui ne possèdent qu’un seul domaine BH, le domaine BH3, constitué d’une vingtaine d’acides 
aminés (Huang & Strasser, 2000). Ce groupe comprend entre autres les membres Bid, Bad, 
Bim, Noxa et Puma. Ces membres BH3-only sont essentiels à l’apoptose ayant lieu au cours 
du développement embryonnaire et leur activation constitue la première étape de régulation 
des membres de cette famille par un stimulus apoptotique. Parmi eux, Bid, un substrat de la 
caspase 8, constitue un lien entre la voie extrinsèque, initiée par les DR, et la voie 
mitochondriale. En effet, le clivage de Bid par la caspase 8 permet la formation d’une forme 
clivée appelée t-Bid (pour truncated Bid, ou Bid tronqué) qui peut alors transloquer du cytosol 
vers la membrane externe de la mitochondrie pour favoriser le phénomène de 
perméabilisation (Li et al., 1998 ;  Luo et al., 1998). Le second groupe de membres pro-
apoptotiques est constitué de membres possédant plusieurs domaines d’homologie à Bcl-2. Il 
comprend les membres Bax, Bak (et Bok, moins étudié) qui possèdent chacun trois domaines 
d’homologie à Bcl-2. Les membres anti-apoptotiques et pro-apoptotiques peuvent s’associer 
en hétérodimère, ce qui inhibe leurs fonctions respectives. Au niveau mécanistique, le 
domaine BH3 d’un membre pro-apoptotique pourrait se loger au sein d’une poche 
hydrophobe formée par les domaines BH1 BH2 et BH3 d’un membre anti-apoptotique, 
permettant l’inhibition fonctionnelle. 
 
Bax et Bak sont essentiels à la perméabilisation de la membrane externe de la 
mitochondrie en réponse à de nombreux stimuli pro-apoptotiques (Wei, 2001). Ainsi, les 
membres BH3-only ne pourraient induire l’apoptose cellulaire dans des cellules doublement 
déficientes pour Bax et Bak (Cheng et al., 2001 ; Zong et al., 2001). De plus, les souris 
doublement déficientes pour Bax et Bak présentent de nombreux défauts morphologiques tels 
que l’absence de formation d’espaces inter-digitaux et d’un canal vaginal, une splénomégalie 
et des lymphadénopathies. Bax et Bak semblent donc également impliqués dans l’apoptose 
cellulaire ayant lieu au cours du développement embryonnaire (Lindsten et al., 2000). Deux 
modèles d’activation de Bax/Bak ont été proposés dans la littérature. Un premier modèle, dit 
« d’activation directe », ou « d’activation-dérépression », stipule que, suite à leur activation, 
certains membres BH3-only nommés les activateurs, tels que Bim et tBid, lient et activent 
Bak et Bax tandis que d’autres, les sensibilisateurs, tel que Bad, lient les membres anti-
 35 
apoptotiques induisant la libération des activateurs (Letai et al., 2002) (Figure 10). Un second 
modèle, « d’activation indirecte », propose qu’en l’absence de stimulus apoptotique, les 
membres anti-apoptotiques séquestrent les membres du groupe de Bax et Bak et que le 
stimulus apoptotique active les membres BH3-only, dont l’affinité augmente pour les 
membres anti-apoptotiques qu’ils vont directement séquestrer, ce qui laisse donc libre les 
membres du groupe Bax et Bak qui participeraient à la perméabilisation mitochondriale 
(Willis et al., 2007) (Figure 10). Dans les deux modèles, les membres BH3-only doivent donc 
être activés en réponse à un stimulus apoptotique pour permettre l’activation de Bax et Bak. 
Une étude récente, utilisant des souris triple KO Bid Bim Puma suggère que ces trois 
protéines seraient les membres BH3-only principaux, les plus en amont de l’activation de Bax 
et Bak (Ren et al., 2010). L’utilisation de molécules pharmacologiques mimant l’action de 
membres BH3-only pourrait ainsi être envisagée en thérapie anti-cancéreuse afin de favoriser 
l’induction de la voie mitochondriale. Par exemple, l’ABT-737, un BH3-only mimétique, 
capable de lier et neutraliser Bcl-2, Bcl-XL et Bcl-W a été montré comme pouvant induire 
une régression de tumeurs dérivées de lignées cellulaires de cancer du poumon à petites 
cellules chez la souris (Oltersdorf et al., 2005).  
 
Physiologiquement, la modulation de l’action des membres de la famille de Bcl-2 peut 
être la résultante de modifications transcriptionnelles ou post-traductionelles, certains 
membres semblant être activés de façon préférentielle selon le stress cellulaire considéré. Par 
exemple, la privation en facteur de croissance activerait particulièrement Bim et Bad et 
l’induction de dommages à l’ADN, Puma et Noxa. Au niveau transcriptionnel, l’expression 
du gène codant pour Bax pourrait être augmentée suite à l’activation de p53 ou de 
l’oncoprotéine c-Myc (Miyashita & Reed, 1995 ; Mitchell et al., 2000). Au niveau post-
traductionnel, Bax peut être phosphorylé par JNK (Jun Kinase) et p38 MAPK, conduisant à 
son activation et à sa translocation à la mitochondrie (Kim, 2006). Des modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation pourraient également influencer l’interaction 
entre les différents membres de cette famille. Ainsi, la protéine BH3-only Bad peut être 
phosphorylée par Akt/PKB en réponse à des facteurs de survie cellulaire et perdre ainsi son 
affinité pour la protéine anti-apoptotique Bcl-XL ainsi que sa localisation mitochondriale. Bad 
phosphorylée devient alors affine pour la protéine 14-3-3 qui séquestre Bad dans le 
cytoplasme, permettant à BcL-XL libérée de jouer son rôle anti-apoptotique (Zha et al., 
1996). Un autre mécanisme régulateur possible de l’action de ces protéines est également leur 
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clivage, l’exemple classique concernant Bid dont le clivage par les caspases 8 et 10 favorise la 
localisation mitochondriale. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I.2.4.2. Les mécanismes de perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. 
 
Plusieurs mécanismes ont été proposés pouvant mener à la perméabilisation de la 
membrane externe mitochondriale et le débat reste entier quant à la pertinence et l’importance 
physiologique de chacune des possibilités proposées. Ci-après seront brièvement décrits les 
principaux mécanismes envisagés dans la littérature (Figure 11).  
 
L’activation de Bax ou de Bak a été proposée comme étant essentielle à la 
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (ou MOMP pour Mitochondrial 
Outer Membrane Permeabilization). En effet, des cellules doublement déficientes pour ces 
Figure 10. Structure et fonctionnalité des membres de la famille de Bcl-2. A : Les membres anti-
apoptotiques comportent 4 domaines BH (numérotés de 1 à 4). Les membres apoptotiques sont subdivisés 
en membres « BH3-only », ne comportant que le domaine BH3 et en membres effecteurs qui participeraient 
directement à la perméabilisation de le membrane externe de la mitochondrie et qui possèdent les domaines 
BH 1 à 3. B : Selon le modèle d’activation indirecte, Bax et Bak seraient constitutivement pré-associés aux 
membres anti-apoptotiques. L’interaction des membres BH3-only avec les membres anti-apoptotiques 
permettrait alors la libération de Bax et Bak pouvant jouer leur rôle d’effecteur. A l’inverse, le modèle 
direct d’activation-dérépression stipule que certains membres BH3-only jouent le rôle d’activateurs de Bax 
et Bak (tels que t-Bid ou Bim) et d’autres (tels que Bad et Noxa) sont des sensibilisateurs qui lient les 
membres anti-apoptotiques permettant la libération des membres activateurs BH3-only et des effecteurs. 
Les deux modèles pourraient coexister dans la cellule. BAD, BCL-2 antagonist of cell death; BID, BH3-
interacting domain death agonist; BIK, BCL-2-interacting killer; BIM, BCL-2-interacting mediator of cell 
death; BMF, BCL-2-modifying factor; BNIP3, BCL-2 and adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting 
protein 3; HRK, harakiri; PUMA, p53 upregulated modulator of apoptosis; TM, transmembrane domain 
(Tait & Green, 2010). 
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protéines ne présentent aucune MOMP en réponse à plusieurs signaux mettant en jeu la voie 
mitochondriale de l’apoptose, comme l’incubation en présence de staurosporine, d’étoposide, 
d’agents inducteurs du stress du RE ou l’exposition à des radiations ultra-violets (Wei, 2001). 
Il a été mis en évidence que divers stimuli apoptotiques induisent une translocation de Bax de 
la fraction cytosolique aux fractions membranaires (Hsu et al., 1997). tBid se liant à Bax 
induirait ainsi un changement conformationnel aboutissant à la translocation de Bax du 
cytosol vers la mitochondrie et à son oligomérisation menant à la formation de pores 
permettant le relargage du cytochrome c (Korsmeyer et al., 2000 ; Eskes et al., 2000 ; 
Desagher et al., 1999 ). t-Bid serait également capable d’induire l’oligomérisation de Bak 
(Wei et al., 2000). A l’inverse, BcL-XL serait capable de faciliter la translocation de Bax de 
la mitochondrie au cytosol (Edlich et al., 2011). La capacité d’homo-oligomérisation de Bax 
et de Bak serait ainsi nécessaire au phénomène de MOMP. Bax et Bak participeraient à la 
formation de MACs (pour Mitochondrial Apoptosis-inducing Channels), des canaux 
permettant le relargage du cytochrome c et dont la taille augmenterait au fur et à mesure du 
phénomène de perméabilisation (Dejean et al., 2005). Toutefois, Bax et Bak ne seraient pas 
nécessairement les seuls composants de ces canaux (Figure 11C).  
 
Il a également été proposé que certains canaux pré-existants au niveau mitochondrial 
soient activés en réponse à un stimuli apoptotique. Ainsi, le PTPC (Permeability Transition 
Pore Complex), un canal multiprotéique, comprenant en particulier le canal ionique voltage 
dépendant (VDAC pour Voltage Dependent Anion Channel) et la translocase de nucléotides 
adényliques (ANT pour Adenine Nucleotide Transporter), avait initialement été proposé 
comme pouvant participer à cette perméabilisation. L’ouverture de ces pores suite à un 
stimulus apoptotique induirait une dissipation de potentiel transmembranaire mitochondrial 
(')m), le relargage des facteurs de l’espace inter-membranaire et la rupture de la membrane 
externe de la mitochondrie (Figure 11B). Toutefois, cette hypothèse a été remise en cause par 
l’observation selon laquelle la déficience en certains de ses composants n’inhibait pas le 
phénomène de perméabilisation en réponse à certains stimuli apoptotiques (Nakagawa et al., 
2005). De plus, la libération de facteurs solubles tels que le cytochrome c ne nécessite pas de 
dépolarisation transmembranaire de la mitochondrie (Bossy-Wetzel et al., 1998).  
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Bax et Bak pourraient également réguler, de façon positive ou négative, la fonction de 
composants du PTPC, comme VDAC. Enfin, certains auteurs ont suggéré que l’interaction de 
Bax et Bak avec des lipides membranaires pourrait favoriser la formation de pores de 
composition lipidique (Kuwana et al., 2002). Certains lipides, tels que la cardiolipine mais 
aussi le céramide pourraient participer à la formation de canaux à la membrane 
mitochondriale (cf. chapitre II.3.2.1).  
 
 
Figure 11. Mécanismes de la MOMP au cours de l’apoptose. A : Initiation de la perméabilisation selon 
le modèle activation-dé-répression (cf. chapitre I.2.4.1). B : Dans le modèle de MOMP dépendante du 
PTPC, le signal apoptotique conduit à l’ouverture du PTPC, composé de l’ANT et d’autres protéines de la 
membrane interne mitochondriale associé au VDAC et d’autres protéines de la membrane externe de la 
mitochondrie, ainsi que des protéines matricielles. L’ouverture du pore permettrait l’entrée d’eau dans la 
matrice et des mouvements ioniques, ce qui dissiperait le potentiel !"m. La rupture de la membrane 
externe de la mitochondrie conduirait au relargage des protéines de l’espace intermembranaire. C : Dans le 
modèle PTPC indépendant, les protéines Bax et Bak, potentiellement associées à d’autres protéines, 
induisent la formation de pores au sein de la membrane externe de la mitochondrie par lesquels les facteurs 
solubles sortent de l’espace intermembranaire (Green & Kroemer, 2004). 
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I.2.4.3. Les facteurs mitochondriaux relargués.  
 
Plusieurs facteurs relargués par la mitochondrie vont moduler de façon plus ou moins 
directe l’activation des caspases, tandis que d’autres participent à une mort caspase-
indépendante. 
 
Le cytochrome c est nécessaire à l’activation des caspases suite à la MOMP. Il a été 
observé que des cellules ne possédant pas de cytochrome c sont moins sensibles à l’apoptose 
mettant en jeu la voie mitochondriale (Li et al., 2000). Il joue en effet un rôle important dans 
la constitution de l’apoptosome (cf. chapitre I.2.4.4). Smac/DIABLO (pour Second-
Mitochondria-derived Activator of Caspase/Direct IAP Binding protein with LOw pI) est un 
facteur, relargué par la mitochondrie au cours de l’apoptose, capable d’interagir avec et ainsi 
d’inhiber l’action des XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Proteins), des inhibiteurs des 
caspases (cf. chapitre I.2.7.1) (Du et al., 2000 ; Verhagen et al., 2000 ; Srinivasula et al., 
2001).  De façon similaire, HtrA2/Omi est capable de bloquer les XIAP (Suzuki et al., 2001). 
HtrA2/Omi, qui possède une activité sérine protéase, est également capable de favoriser la 
mort cellulaire en liant et dégradant Ped/Pea15, une protéine à domaine DED capable 
d’inhiber la formation du DISC, l’activation de la caspase 8 et l’apoptose induite par CD95L 
et TRAIL (Trencia, 2004).  
 
AIF (pour Apoptosis Inducing-Factor) est également relargué depuis l’espace 
intermembranaire au cours de l’apoptose mais de façon relativement lente en comparaison au 
cytochrome c. Ce facteur semble jouer un rôle important dans l’apoptose ayant lieu au cours 
du développement embryonnaire (Joza et al., 2001). AIF participe à la condensation et à la 
fragmentation chromatinienne et sa fonction pro-apoptotique est indépendante de la présence 
de la caspase-9 ou d’Apaf-1. L’endonucléase G est également relarguée au cours de 
l’apoptose et participerait également à une mort indépendante de l’activité des caspases. Cette 
protéine est transloquée de la mitochondrie au noyau au cours de l’apoptose, où elle participe 
à la fragmentation internucléosomale de l’ADN (Li et al., 2001).  
 
I.2.4.4. La formation de l’apoptosome et l’activation de la caspase 9. 
 
Parmi les facteurs mitochondriaux relargués, le cytochrome c libéré va interagir avec 
une protéine nommée Apaf-1 (pour Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) qui est présente 
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sous forme de monomère et dans une conformation inactive à l’état basal (Zou et al., 1997). 
L’interaction Apaf-1-cytochrome c s’accompagne d’une hydrolyse de dATP ou d’ATP par 
Apaf-1 et de la modification de sa conformation. Puis, le remplacement de l’ADP ou de 
dADP par une nouvelle molécule d’ATP ou de dATP permet de modifier une seconde fois la 
conformation d’Apaf-1 qui s’assemble alors en heptamère et recrute la pro-caspase 9 (Acehan 
et al., 2002 ; Kim et al., 2005) (Figure 12). Le recrutement de pro-caspases 9 est réalisé via 
une interaction homotypique entre le domaine CARD de la caspase 9 et celui d’Apaf-1 (Li et 
al., 1997). Ce complexe heptamérique constitue l’apoptosome et permet l’activation de la pro-
caspase 9.  
 
La caspase 9, comme les caspases 8 et 10, est présente sous forme de monomères 
inactifs en dehors de toute stimulation apopotique (Renatus et al., 2001). Plusieurs modèles 
d’activation de la pro-caspase 9 au sein de l’apoptosome ont été proposés. Un premier modèle 
dit de conformation induite, suggère une auto-activation d’un seul monomère de caspase 9 
suite à sa liaison sur Apaf-1 qui induirait un changement de conformation du monomère ou 
une activation simultanée de plusieurs monomères liés à Apaf-1 de façon indépendante. Un 
second modèle dit de « dimérisation proximité-induite » stipule que l’apoptosome permettrait 
un recrutement de plusieurs monomères de pro-caspase-9 qui, ainsi mis à proximité, 
s’associeraient en dimères ce qui permettrait leur activation. Certains groupes ont de plus 
suggéré que le clivage de la caspase-9, contrairement à son oligomérisation, ne semble ni 
réellement nécessaire ni suffisant à son activation (Stennicke et al., 1999 ; Pop et al., 2006). 
Ainsi, une autre possibilité serait que la caspase 9 soit activée dans un homo-oligomère de 
grande taille et que sa conformation sous forme active soit à la fois stabilisée par cette homo-
oligomèrisation et par l’interaction avec Apaf-1 (Shi, 2004). Quelque soit le modèle 
considéré, l’association de la caspase 9 à l’apoptosome permet son activation et cette caspase 
ainsi activée va alors jouer son rôle d’initiatrice en activant les caspases effectrices. L’activité 
de la caspase 9 peut également être négativement régulée par phosphorylation sur la serine 
196, par la serine thréonine kinase Akt (Cardone, 1998) ou sur la thréonine 125 par Erk1, 
Erk2 ou cdk1-cycline B1. 
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L’activation de la caspase-9 suite à la formation de l’apoptosome serait un phénomène 
important dans la réponse à la chimiothérapie et à d’autres stress cellulaires classiquement 
décrits comme favorisant la voie intrinsèque de l’apoptose, mais également en réponse à 
certains ligands de morts, dans certains types cellulaires. Il a ainsi été mis en évidence que des 
cellules Jurkat déficientes en caspase-9 présentaient une résistance partielle à l’apoptose 
induite par un anticorps anti-CD95 agoniste ou par TRAIL (Samraj, 2006). La caspase 9 est 
également primordiale au cours du développement embryonnaire cérébral. Ainsi, les souris 
KO pour la caspase-9 meurent massivement à l’état embryonnaire ou dans les premiers jours 
suivant leur naissance et présentent des malformations et des hypertrophies cérébrales liées à 
un défaut d’apoptose  (Hakem et al., 1998 ; Kuida et al., 1998), un phénotype assez similaire 
étant observé chez des souris déficientes pour Apaf-1 (Yoshida et al., 1998). 
 
I.2.4.5. Le PIDDosome et l’activation de la caspase 2. 
 
Les souris déficientes en caspase initiatrice 2 ne présentent pas d’anomalies 
phénotypiques sévères, contrairement à ce qui est observé par exemple chez des souris 
Figure 12. Structure d’Apaf-1 et constitution de l’apoptosome. A : Apaf-1 possède : un domaine 
CARD N-terminal  qui lui permet d’interagir avec la caspase-9 ; une région de liaison de nucléotide et 
d’oligomérisation (région NOD ou NB-ARC) qui comprend un domaine ATPase et permet son 
oligomérisation (d)ATP-dépendante ; une région C-terminale WD40 d’environ 40 acides aminés avec des 
répétitions WD qui permet l’interaction d’Apaf-1 avec le cytochrome C. B : A l’état basal, Apaf-1 est un 
monomère en conformation inactive ou fermée (locked form). La liaison du cytochrome c au niveau de la 
région de répétitions WD40 C-terminale permet à Apaf-1 d’acquérir une conformation toujours inhibitrice 
et qualifiée de semi-ouverte (semi-open). Cette liaison est concomitante à l’hydrolyse de (d)ATP en ADP 
par la partie ATPase d’Apaf-1 au sein du domaine NB-ARC. Un échange nucléotidique de (d)ADP 
remplacé par du (d)ATP permet ensuite l’oligomérisation en heptamère d’Apaf-1 et la formation de 
l’apoptosome, avec un regroupement central de plusieurs domaines CARD permettant le recrutement et 
l’activation de plusieurs pro-caspases 9 (Riedl & Salvesen, 2007). 
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caspase-8 déficientes (Bergeron et al., 1998). Toutefois, certaines cellules de ces souris ont 
une réponse altérée à différents types de stress. Ainsi, les lymphoblastes B de souris caspase-2 
déficientes présentent un défaut d’apoptose induite par Granzyme/perforine (Bergeron et al., 
1998). Leurs ovocytes, dont le nombre est augmenté, ne sont pas sensibles à l’apoptose 
induite par la doxorubicine. A l’inverse, l’apoptose des moto-neurones est augmentée chez 
des souris caspase-2 déficientes (Bergeron et al., 1998). Il a été suggéré que cette caspase joue 
un rôle important dans la réponse à des agents endommageant l’ADN (Lassus, 2002). Son 
action serait précoce puisqu’elle agirait en amont de la mitochondrie (Lassus, 2002).  De 
façon similaire aux caspases 8, 9 et 10, l’activation de la caspase 2 dépendrait de son 
recrutement au sein de plateformes de signalisation. Comme évoqué précédemment, cette 
activation peut avoir lieu au sein du DISC (cf. chapitre I.2.3.2.1) dans le cas de la 
signalisation apoptotique émanant des DR. Dans le cas de stress génotoxiques, la caspase 2 
serait activée suite à son recrutement au sein d’un complexe nommé le PIDDosome (Tinel & 
Tschopp, 2004). Le PIDDosome comprend la protéine RAIDD (pour RIP-Associated ICH-
1/CED-3-homologous protein with a Death Domain) (/CRADD pour Caspase and RIP 
Adaptator with Death Domain), identifiée en 1997 comme étant une protéine possédant un 
domaine N-terminal lui permettant une interaction homotypique avec le domaine CARD de la 
caspase-2, ainsi qu’un DD en C-terminal lui permettant de se lier à RIP (Duan & Dixit, 1997). 
Il avait ainsi été initialement proposé, à partir de données obtenues dans des modèles de 
surexpression, que RAIDD pourrait constituer un lien entre l’activation du TNFR1 et 
l’apoptose dépendante de la caspase 2 (Ahmad et al., 1997 ; Duan & Dixit, 1997). Le 
PIDDosome comprend un troisième partenaire nommé PIDD (pour P53-Induced protein with 
a DD) dont l’expression est augmentée par l’activation de p53. PIDD est capable de lier le 
DD de RAIDD par une interaction homotypique (Tinel & Tschopp, 2004). Ce complexe 
caspase-2-RAIDD-PIDD est formé suite à un stress génotoxique et induit l’activation de la 
caspase 2 et l’apoptose (Tinel & Tschopp, 2004 ; Berube et al., 2005) (Figure 13). Comme les 
caspases 8 et 10, la caspase 2 est en effet capable de cliver Bid et donc d’activer la voie 
mitochondriale de l’apoptose, cette action pouvant être indépendante de l’état de clivage de la 
caspase 2 (Wagner, 2004). La caspase 2 possède un signal de localisation nucléaire, et, bien 
que majoritairement cytosolique en condition basale, elle peut être transloquée au niveau 
nucléaire suite à l’induction de dommages de l’ADN. Elle est également retrouvée au niveau 
golgien où elle est capable de cliver la golgine 160 (Mancini et al., 2000). 
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Le PIDDosome ne serait pas la seule plateforme permettant l’activation de la caspase-
2 suite à un stress génotoxique étant donné que l’activation de cette caspase est observée dans 
des cellules PIDD déficientes (Manzl et al., 2009). Ainsi, en l’absence de PIDD et de 
RAIDD, une équipe a également proposé qu’un stress génotoxique pouvait induire 
l’activation de la caspase 2 via son recrutement au sein du DISC de CD95 puis de son clivage 
caspase-8 dépendant (Olsson et al., 2009). Il a également été proposé que l’état de 
phosphorylation de la pro-caspase 2 par la protéine kinase PKCK2 pouvait également 
moduler son activation et sa capacité à cliver la caspase 8, influençant ainsi l’apoptose induite 
par TRAIL et ceci de façon PIDDosome indépendante (Shin et al., 2005).  
 
Les mécanismes exacts d’activation et d’action de la caspase-2 restent donc  
méconnus. Une équipe a récemment mis en évidence que la caspase 2 peut être considérée 
comme une protéine suppresseur de tumeur, agissant à la fois comme modulatrice de 
l’apoptose et régulatrice de la progression dans le cycle cellulaire (Ho et al., 2009). Il a 
également été mis en évidence que la caspase 2 peut interagir avec les membranes 
mitochondriales et induire le phénomène de MOMP de façon indépendante de son activité 
catalytique (Enoksson, 2004).  
I.2.5. Activation des caspases effectrices et « éxecution » de l’apoptose. 
I.2.5.1. Mode d’activation des caspases effectrices. 
 
Les pro-caspases effectrices sont constitutivement associées en dimères et le restent 
une fois activées. Chaque monomère composant ce dimère inactif est constitué d’une petite 
sous unité (p10) et d’une grande sous unité (p20) non dissociées, liées par un domaine 
intermédiaire. En réponse à un stimulus apoptotique, les caspases initiatrices actives clivent 
les caspases effectrices après des résidus aspartates, permettant ainsi leur activation. Les 
domaines p10 et p20 sont d’abord séparés par un ou deux clivages, puis le pro-domaine est 
séparé de la grande sous-unité (Ramage et al., 1995 ; Yamin et al., 1996). Le clivage entre les 
Figure 13. Le PIDDosome. Le PIDDosome comprend la 
protéine PIDD, dont le DD interagît avec le DD de la 
protéine RAIDD. Le domaine CARD de la protéine 
RAIDD interagît avec celui de la caspase 2 (Bao & Shi, 
2006). 
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deux sous-unités p10 et p20 induit un changement conformationnel qui permet l’alignement 
des différents sites de liaison du substrat et la localisation adéquate des résidus catalytiques 
permettant d’augmenter de façon drastique l’activité catalytique des caspases effectrices (Chai 
et al., 2001 ; Riedl et al., 2001). Le clivage d’un seul des deux domaines inter-sous unités du 
dimère permet ainsi une activation efficace et irréversible de la caspase 7 (Denault et al., 
2006) (Figure 14). Les caspases effectrices activées sont donc des dimères comportant deux 
sous unités p10 et deux sous unités p20.  
 
 
 
 
I.2.5.2. Substrats des caspases et rôle dans le démantèlement cellulaire. 
 
Bien que toutes les caspases clivent leurs substrats en C-terminal d’un aspartate, elles 
possèdent des spécificités différentes. Ces différences dépendraient, au moins in vitro, de 
l’acide aminé présent en position P4 (Thornberry et al., 1997). Il a ainsi été mis en évidence 
que les caspases 3, 7 et 2 cliveraient préférentiellement des substrats présentant un aspartate 
en position P4 alors que les caspases 6, 8, 9 et 10 seraient plus enclines à cliver des substrats 
comportant une leucine ou une valine en position P4 (Thornberry et al., 1997). Les 
spécificités in situ sont probablement plus complexes, et dépendraient également des résidus 
P5 à P2, du résidu P1’ et des structures tertiaires et quaternaires des substrats (Crawford & 
Wells, 2011). Alors que les caspases initiatrices semblent cliver peu de substrats, clivant 
préférentiellement les caspases effectrices, plusieurs centaines de substrats des caspases 
effectrices, presque 5% du protéome, sont actuellement connus (Crawford & Wells, 2011). Le 
clivage de certains substrats semble jouer un rôle primordial dans le processus apoptotique 
Figure 14. Modèle d’activation de la caspase 
effectrice 7. La procaspase-7 est pré-associée 
en dimère, mais inactive, en l’absence de tout 
stimuli apoptotique. Le clivage entre chaque 
petite (en vert) et grande (en bleu) sous-unité 
permet un changement conformationnel 
menant à la libération  des sites actifs (boucles 
L2) disponibles pour la liaison d’un substrat ou 
d’un inhibiteur (représenté en rouge) (Chai et 
al. 2001). 
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alors que d’autres substrats seraient de simples « by-standers » de la protéolyse dont le 
clivage n’influencerait pas le processus de mort cellulaire. Le clivage par les différentes 
caspases se fait généralement en nombre limité, à un ou quelques sites précis. Cela peut 
résulter en une inactivation de la protéine cible, mais aussi en son activation, via par exemple 
le clivage d’une sous unité inhibitrice (Figure 15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les caspases peuvent d’une part cliver et inactiver des protéines qui protègent la 
cellule de l’apoptose. C’est notamment le cas du clivage d’ICAD (pour Inhibitor of Caspase 
Activated Deoxyribonuclease), un inhibiteur de CAD qui est une nucléase participant à la 
fragmentation inter-nucléosomale de l’ADN au cours de l’apoptose. Le clivage d’ICAD par 
les caspases permet ainsi la libération de CAD active (Liu et al., 1997 ; Enari et al., 1998). 
Plusieurs facteurs intervenant dans la transcription et dans la traduction sont également 
substrats des caspases et leur clivage s’accompagne de leur perte de fonction. De plus, suite à 
la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, les composants de la chaine 
respiratoire deviennent accessibles aux caspases effectrices qui, en clivant certaines de ces 
protéines, conduisent à une perte rapide de la fonction métabolique de cet organite (Ricci et 
al., 2004). À l’inverse, certains clivages induisent un gain de fonction de la protéine. Ainsi, 
dans le cas de Bid, le clivage permet de générer un fragment activateur de l’apoptose (Luo et 
al., 1998) (cf. chapitre I.2.4). Il est également à noter que les caspases effectrices elles-mêmes 
sont capables de cliver les caspases initiatrices (Sohn, 2004). 
Figure 15. Modes d’action des caspases 
dans le démantèlement cellulaire. Les 
caspases participent au démantèlement 
cellulaire en : A : Inactivant des inhibiteurs de 
protéines en faveur de l’apoptose (ICAD par 
exemple) ; B : désassemblant des structures 
cellulaires (protéines du ou associées au 
cytosquelette, protéines de structure des 
organistes par exemple) ; C : dérégulant 
l’activité de protéines en séparant des 
domaines régulateurs de domaines 
catalytiques, ce qui peut résulter en une perte 
ou un gain de fonction (gelsoline par 
exemple) (Thornberry 1998). 
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De nombreux substrats des caspases sont des protéines de structure cellulaire dont la 
fonction est altérée suite à leur clivage. Ainsi, les différents réseaux formant le cytosquelette 
cellulaire sont démantelés suite au clivage de plusieurs des protéines qui le composent ou 
régulent leur structure. Un certain degré de démantèlement du cytosquelette serait ainsi 
nécessaire au phénomène de bourgeonnement de la membrane plasmique. L’actine et des 
protéines qui lui sont associées comme la gelsoline (Kothakota, 1997), entre autres, sont 
toutes substrats des caspases. Le clivage de la gelsoline permet de générer un fragment qui est 
constitutivement actif (Kothakota, 1997). De plus, ROCK1, une kinase qui peut phosphoryler 
la chaine légère de la myosine et modifier la dynamique du cytosquelette d’actine, est 
également clivée par les caspases en C-terminal et le fragment N-terminal ainsi généré est 
constitutivement actif. Ceci induit une phosphorylation de la chaine légère de la myosine et la 
contraction de faisceaux d’actine, ce qui pourrait jouer un rôle dans les phénomènes de 
bourgeonnement (Coleman et al., 2001 ; Sebbagh et al., 2001). Les microtubules sont 
également affectés par cette protéolyse caspase-dépendante étant donné que plusieurs 
protéines associées aux microtubules, telle que la dynéine (Lane et al., 2001), sont substrats 
des caspases. Enfin, certaines protéines qui composent les filaments intermédiaires, telles que 
la vimentine, les kératines et les lamines nucléaires, sont également cibles des caspases 
(Morishima, 1999 ; Ku et al., 1997). Concernant les lamines nucléaires, leur protéolyse par 
les caspases participerait aux phénomènes de condensation et de fragmentation nucléaire (Rao 
et al., 1996). Ainsi, l’expression de formes de lamines résistantes au clivage par les caspases 
permet de prévenir la perte de l’intégrité nucléaire et de retarder la fragmentation de l’ADN 
(Rao et al., 1996). La fragilisation de la lamina nucléaire associée aux modifications du 
cytosquelette cytoplasmique permettrait les phénomènes de fragmentation. Enfin, des clivages 
médiés par les caspases de protéines constitutives des points focaux d’adhésion, des jonctions 
inter-cellulaires et des desmosomes participeraient au phénomène de détachement de la 
matrice extracellulaire et à la perte de contact entre cellules avoisinantes. 
 
Le clivage de certaines protéines participerait au phénomène de fragmentation des 
organites. C’est notamment le cas pour p115, dont le produit de clivage C-terminal par les 
caspases 3 et 8 participerait au phénomène de fragmentation golgienne (Chiu et al., 2002).  
Plusieurs autres protéines golgiennes, comme GRASP65 ou la giantine, sont également 
substrats des caspases et leur clivage serait impliqué dans ce phénomène de fragmentation. La 
mitochondrie subit également un phénomène de fragmentation, mais les caspases n’ont pas 
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été majoritairement impliquées dans ce phénomène, qui pourrait dépendre des membres Bax 
et Bak de la famille de Bcl-2 (Karbowski et al., 2006).  
 
I.2.5.3. Autres protéases impliquées dans l’apoptose. 
 
Plusieurs protéases autres que les caspases, dont des sérine protéases, les calpaïnes, les 
cathepsines ainsi que le protéasome, peuvent être impliquées dans le déclenchement de 
l’apoptose. 
 
Parmi les sérine protéases pouvant être impliquées dans l’apoptose, les granzymes 
sont une famille de protéases, contenues dans les granules lytiques de lymphocytes T et des 
cellules NK et qui peuvent être exocytées pour lyser des cellules à éliminer en association 
avec la perforine. Granzyme A et B sont les plus abondantes au sein de ces granules lytiques. 
De façon similaire aux caspases, Granzyme B clive ses substrats après un résidu acide 
aspartique et peut ainsi cliver et activer plusieurs caspases, telle que la caspase 3,  ainsi que la 
protéine Bid (Martin et al., 1996 ; Barry et al., 2000), induisant ainsi une mort cellulaire par 
apoptose. Des lymphocytes T cytotoxiques déficients en granzyme B ont ainsi une capacité 
réduite  d’induction de la fragmentation de l’ADN et de l’apoptose de cellules cibles (Heusel 
et al., 1994).  
 
 Les calpaïnes sont une famille de cystéine protéases neutres cytoplasmiques, dont 
certaines sont ubiquitaires, comme les calpaïnes m et µ, et d’autres tissus-spécifiques. Leur 
activité est dépendante du taux calcique intracellulaire et elles sont donc activées en réponse à 
des signaux apoptotiques favorisant des élévations de calcium intracellulaire, notamment ceux 
induisant un stress du réticulum endoplasmique. De nombreux substrats des calpaïnes sont 
des protéines des réseaux constituant le cytosquelette et elles pourraient donc jouer un rôle 
important dans les modifications morphologiques caractéristiques de l’apoptose. Les pro-
caspases 7, 9, 10 et 12 sont également substrats des calpaïnes mais, alors que ce clivage est 
activateur pour les caspases 10 et 7, il semble inhibiteur pour la caspase 9 (Storr et al., 2011). 
Certains membres de la famille de Bcl-2 peuvent également être clivés par cette famille de 
protéases, ce qui pourrait moduler leur fonction. Par exemple, le fragment N-terminal de Bax 
formé après clivage par les calpaïnes, serait actif pour induire le relargage du cytochrome c 
(Gao & Dou, 2000).  
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Les cathepsines sont une famille de protéases lysosomales subdivisées en trois 
groupes, les cathepsines A et G sont des sérine protéases, les cathepsines D et E des acide 
aspartique protéases et les autres membres sont des cystéine protéases. Elles sont activées par 
clivage essentiellement au sein du lysosome et sont libérées depuis le lysosome vers le 
cytosol après perméabilisation du lysosome, phénomène pouvant être induit au cours de 
l’apoptose. Certaines cathepsines sont capables de cliver Bid en t-Bid qui jouera sa fonction 
pro-apoptotique classique d’activateur de la voie mitochondriale (Droga-Mazovec et al., 
2008). Les cathepsines pourraient également cliver et activer les caspases effectrices 3 et 7.  
 
Le protéasome est également impliqué dans la régulation de l’apoptose. Ainsi, le 
protéasome participe à la dégradation de molécules anti-apoptotiques dans des cellules 
apoptotique. Les IAP (pour Inhibitor of Apoptosis Protein) (cf. chapitre I.2.7.1.3), sont des 
protéines anti-apoptotiques. Il a été mis en évidence que les IAP, qui possèdent un domaine 
leur conférant une activité E3 ubiquitine ligase, s’auto-ubiquitinylent ce qui entraine leur 
dégradation protéasome-dépendante (Yang, 2000).  
I.2.6. Les deux types de réponse cellulaire aux ligands de mort : type I et type 
II. 
 
Le contexte cellulaire ajoute un niveau de complexité pour la compréhension de la 
signalisation induite par les ligands de mort. En effet, deux grands types de réponses aux 
ligands de mort ont été décrits dans les cellules sensibles à l’apoptose médiée par les DR, 
selon plusieurs critères (Barnhart et al., 2003). Ceci a essentiellement été étudié pour la 
réponse à CD95L mais existerait aussi pour la réponse à TRAIL (Ozören & El-Deiry, 2002). 
On distingue en effet deux groupes de types cellulaires, les cellules dites de type I (telles que 
les thymocytes, les lignées cellulaires SKW6.4 et H9) et les cellules de type II (telles que les 
hépatocytes, les cellules !-pancréatiques, les lignées cellulaires Jurkat et CEM).  
 
La distinction entre les deux grands types de cellules est initialement basée sur la 
nécessité de l’intervention, ou non, de la voie mitochondriale pour l’induction de mort. Il a 
ainsi été d’abord décrit que la surexpression de protéines anti-apoptotiques de la famille de 
Bcl-2, i.e Bcl-2 ou BcL-XL, permet d’inhiber la mort induite par CD95L dans les cellules de 
type II, alors que la mort des cellules de type I n’est pas affectée par de telles manipulations. 
A l’inverse, la surexpression de Bcl-2 n’inhibe pas la mort induite par TRAIL dans les CEM, 
pourtant considérées comme cellules de type II pour la signalisation de CD95 (Keogh et al., 
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2000). Il a également été mis en évidence que les thymocytes de souris doublement 
déficientes pour Bax et Bak sont sensibles à l’apoptose dépendante de CD95 (Lindsten et al., 
2000), tandis que des cellules de carcinomes coliques humaines Hct 116 déficientes en Bax 
résistent à la mort induite par TRAIL (LeBlanc et al., 2002). Comme mentionné 
précédemment, des cellules de type II Jurkat déficientes en caspase-9 sont partiellement 
résistantes à la mort induite par CD95L. Ainsi, ces différents travaux suggèrent que les 
cellules de type II  nécessitent l’activation de la voie intrinsèque pour mourir suite à 
l’activation des DR, contrairement aux cellules de type I. L’importance de la voie 
mitochondriale pour les cellules de type II a également été suggérée par des études réalisées 
in vivo. En effet, alors que l’injection d’un anti-CD95 agoniste à des souris sauvages induit 
une apoptose hépatocytaire massive et rapide conduisant à une hépatite fatale, ce phénomène 
n’est pas observé ou ralenti chez des souris déficientes en Bid ou doubles déficientes pour 
Bax et Bak, ce qui a ainsi permis de mettre en évidence l’importance de l’activation de la voie 
mitochondriale dans les hépatocytes qui sont donc des cellules de type II (Yin et al., 1999 ; 
Wei, 2001). De plus, dans les cellules de type II, contrairement aux cellules de type I, le 
niveau en XIAP est augmenté suite à la stimulation de CD95. La déficience en XIAP (ou son 
inhibition) permet de restaurer la sensibilité hépatique à l’apoptose induite par CD95L de 
souris Bid déficientes (Jost et al., 2009). Il est à noter que l’effet protecteur de la 
surexpression de Bcl-2 ou de Bcl-XL dans les cellules de type II a été remis en cause par une 
étude utilisant du CD95L membranaire pour l’induction de mort (Huang et al., 1999). 
 
Les cellules de type I et de type II peuvent aussi être distinguées selon l’efficacité de 
formation du DISC, suite à la liaison des ligands de mort sur leurs récepteurs. En effet, la 
formation du DISC dans des cellules de type I est bien plus efficace que dans les cellules de 
type II. Ceci conduit donc à une activation plus précoce et plus importante de la caspase 8 
dans les cellules de type I, ce qui expliquerait alors la nécessité d’une amplification 
mitochondriale du signal de mort dans les cellules de type II (Scaffidi et al., 1998).  
 
Les cellules de type I et de type II pourraient également être distinguées selon leur 
réponse à certaines formes de CD95L (Figure 16). Ainsi, la forme sCD95L (S2) est 
cytotoxique vis-à-vis des cellules de type II, mais pas des cellules de type I (Tanaka et al., 
1995). En l’utilisant sur 58 lignées cellulaires tumorales, l’équipe de Marcus Peter a mis en 
évidence qu’environ la moitié des lignées sensibles à l’apoptose induite par un anti-CD95 
agoniste sont de type I, et l’autre moitié, de type II (Algeciras-Schimnich et al., 2003). De 
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plus, les lignées de type I expriment préférentiellement des marqueurs mésenchymateux 
tandis que les cellules de type II expriment préférentiellement des marqueurs épithéliaux. Les 
auteurs ont ainsi suggéré que les types I et II pourraient ainsi correspondre à différents stades 
de la carcinogénèse qui met en jeu la transition épithélio-mésenchymateuse (Algeciras-
Schimnich et al., 2003).  
 
Il a été également suggéré que la nécessité, ou non, de l’internalisation de CD95 pour 
l’induction de mort est un critère de distinction entre les cellules de type I et II. En effet,  
l’internalisation dans les cellules de type I permettait le recrutement des composants du DISC 
et l’induction de la signalisation apoptotique, alors qu’elle n’est pas nécessaire dans les 
cellules de type II (Lee et al., 2006). De plus, l’induction d’apoptose a été proposée comme 
dépendant de l’actine dans les cellules de type I, contrairement aux cellules de type II 
(Algeciras-Schimnich & Peter, 2003). Cependant, l’importance de l’internalisation et de 
l’implication du cytosquelette d’actine dans l’induction de la signalisation apoptotique médiée 
par le récepteur CD95 dans les cellules de type I dépendrait du type de ligand utilisé. En effet, 
comme décrit classiquement, une étude a confirmé que l’anticorps agoniste APO 1-3 induit 
un signal apoptotique dépendant de l’actine dans les cellules de type I testées (SKW6.4 et 
Figure 16. Effet de différentes formes de CD95 sur des cellules de type I ou II. Les cellules SKW6.4 
(S) et H9 (H) de type I et les cellules CEM (C) et Jurkat (J) ont été stimulées avec un anti-APO-1 ou 
différentes formes de CD95L. L’induction d’apoptose est évaluée (de ++, les plus sensibles à -, les moins 
sensibles ; nd, non déterminé). Les nombres correspondent aux acides aminés de CD95L. C(B), CEM 
exprimant Bcl-XL ; J(B), Jurkat exprimant Bcl-2 ; PA, protéine A ; sCD95L, CD95L soluble ; mCD95L, 
CD95L membranaire ; * réponse apoptotique aigue. (Barnhart et al., 2003) 
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H9), alors que l’induction d’apoptose par cet anticorps ne dépend pas de l’actine dans les 
cellules de type II (Jurkat et CEM) (Chaigne-Delalande et al., 2009). Contrairement à ce qui 
est observé avec l’anticorps anti-CD95, l’inhibition pharmacologique de la polymérisation de 
l’actine n’affecte pas la formation du DISC et l’induction d’apoptose par CD95L soluble dans 
les cellules de type I et II (Chaigne-Delalande et al., 2009). L’anticorps APO 1-3 induit 
l’endocytose massive et rapide des récepteurs CD95 dans les cellules de type I, et de façon 
plus lente et plus réduite dans les cellules de type II, phénomène inhibé par l’incubation de 
cellules avec des inhibiteurs de la polymérisation de l’actine (Chaigne-Delalande et al., 2009). 
A l’inverse et quelque soit le type de cellule considéré, aucune internalisation de CD95 n’a été 
observée avec CD95L (Chaigne-Delalande et al., 2009). Il a également été proposé que les 
récepteurs CD95 étaient constitutivement localisés au sein des rafts dans les cellules de type I, 
contrairement aux cellules de type II (Eramo et al., 2004 ; Muppidi & Siegel, 2004). 
I.2.7. Mécanismes de régulation de l’apoptose induite par les DR : les 
inhibiteurs de caspases et l’effet de certaines chimiothérapies. 
I.2.7.1. Inhibiteurs des caspases d’origine virale ou cellulaire. 
I.2.7.1.1. CrmA, p35 et p49. 
 
 Le premier inhibiteur des caspases découvert fut CrmA (pour Cytokine response 
modifier A), produit par le virus de la vaccine (Ray et al., 1992). CrmA est une serpine, un 
inhibiteur de sérine protéases, capable d’inhiber l’activité de la caspase-1, la génération 
d’interleukine 1-! et d’interleukine 18 et la mort induite par la surexpression de la caspase-1. 
CrmA lie et inactive les caspases, agissant comme un pseudo-substrat. L’inhibition vis-à-vis 
des caspases initiatrices est irréversible, étant donné que CrmA induit un clivage entre les 
sous unités p10 et p20 et reste associé de façon covalente avec les sous unités p20 (Dobo et 
al., 2006). CrmA est également capable d’inhiber la mort induite par CD95L et par le TNF 
(Tewari & Dixit, 1995). En effet, CrmA inhibe la caspase 8 et la caspase 10, initiatrices dans 
la signalisation apoptotique dépendante des DR (Garcia-Calvo et al., 1998). Il aurait en 
revanche peu d’activité vis-à-vis des caspases effectrices et de la caspase 9 in cellulo. 
D’autres inhibiteurs de caspases d’origine virale existent, tels que p35 et p49, protéines 
codées par des gènes d’un virus qui n’infecte pas les mammifères mais les insectes (Clem et 
al., 1991). L’expression ectopique de p35 et p49 inhibe les caspases de cellules d’insectes 
mais aussi de mammifères. 
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I.2.7.1.2. Les protéines vFLIP et cFLIP. 
 
Le DISC, formé suite à la liaison de ligands de mort sur leurs récepteurs comprend 
également des composants nommés cFLIP (pour cellular FLICE-inhibitory protein) (Irmler et 
al., 1997). Ces composants sont homologues à d’autres protéines, vFLIPs (pour viral FLICE-
inhibitory protein) retrouvées chez certains virus et qui inhibent la signalisation apoptotique 
issue des DR dans les cellules infectées (Thome et al., 1997). On distingue 13 variants 
d’épissage de cFLIP dont 3 sont traduits en protéines : cFLIPL, cFLIPs et cFLIPR. Ils sont 
surexprimés dans de nombreux cancers et certains ont mis en évidence une corrélation entre la 
résistance de certaines cellules cancéreuses vis-à-vis de la mort induite par TRAIL et le 
niveau d’expression de cFLIPL (Griffith et al., 1998). De plus l’inhibition d’expression de 
cFLIP par ARN interférence permet de sensibiliser des cellules de mélanome à la mort induite 
par TRAIL ou CD95L (Geserick et al., 2007). La forme courte, cFLIPs, présente deux DED 
similaires à ceux des pro-caspases 8 et 10 et est un analogue de vFLIP. La forme longue, 
cFLIPL, contient en plus un domaine caspase-like dans lequel la cystéine catalytique est 
remplacée par une tyrosine (Irmler et al., 1997 ; Inohara et al., 1997). La présence de deux 
DED sur ces protéines leur permettrait d’interagir avec FADD, d’être recrutées au sein du 
DISC et ainsi d’entrer en compétition pour le recrutement de la caspase 8 dont l’activation 
serait ainsi inhibée (Scaffidi et al., 1999 ; Krueger, 2001). Pour la forme courte de cFLIP, ceci 
semble relativement admis étant donné que cette protéine inhibe l’activation de la caspase 8. 
A l’inverse, cFLIPL permettrait une activation partielle et locale de la caspase 8 et 10 par 
hétérodimérisation et son rôle d’inhibiteur de l’apoptose a ainsi été controversé (Chang et al., 
2002 ; Micheau, 2002 ; Boatright et al., 2004). La troisième isoforme, cFLIPR jouerait un 
rôle inhibiteur similaire à celui de cFLIPS (Golks, 2005).  
I.2.7.1.3. Les IAPs. 
  
 Les IAP (pour Inhibitor of Apoptosis Protein) sont une famille de plusieurs protéines 
dont huit sont présentes chez les mammifères : NAIP, XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, BRUCE, 
survivin et livin. Les premiers membres ont été initialement identifiés comme étant des 
produits du baculovirus pouvant inhiber l’apoptose de cellules infectées par des baculovirus 
dont le gène codant pour p35 avait été invalidé. D’autres protéines, issues du baculovirus ou 
d’autres virus, ainsi que plusieurs homologues cellulaires ont ensuite été identifiés chez la 
levure, la drosophile et les vertébrés. Toutes ces protéines possèdent un à trois motifs BIR 
(pour Baculoviral IAP Repeats), qui sont des domaines d’interaction protéine-protéine qui 
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leur confère leur capacité d’inhibiteur de l’apoptose. XIAP, cIAP1 et cIAP2 possèdent, en 
plus de trois domaines BIR, un domaine carboxy-terminal RING qui leur confère une activité 
ubiquitine ligase (E3) (Yang, 2000). Ces protéines sont ainsi capables d’ubiquitiner des 
protéines auxquelles elles se lient, ou de s’auto-ubiquitiner au cours de l’apoptose. XIAP, qui 
est clivé au cours de l’apoptose, est un inhibiteur direct des caspases 3, 7 et 9 (Deveraux et al., 
1997 ; Deveraux et al., 1999), capable de réguler négativement l’apoptose médiée par CD95 
(Wilkinson et al., 2004). A l’inverse, le rôle inhibiteur direct de c-IAP1 et 2, qui sont toutefois 
capables de lier directement les caspases, reste controversé. Grace à leur activité ubiquitine-
ligase, XIAP, cIAP1 et cIAP2 sont en revanche toutes trois capables de mono ou poly-
ubiquitiner les caspases 3 et 7. Cette ubiquitination pourrait être un moyen de les inactiver 
et/ou d’induire leur dégradation. De plus, des molécules mimant l’action de Smac, qui 
inhibent les IAP, sensibilisent les cellules à la mort induite par TRAIL et par le TNF-$ (Li, 
2004). Un syndrome lymphoprolifératif lié à l’X, se développant en général en réponse à une 
infection par l’EBV et caractérisé par une lymphohistiocytose et une 
hypogammaglobulinémie, a été associé à la présence de mutations inactivatrices de XIAP 
(Rigaud et al., 2006). Cette étude suggère que la déficience en XIAP induirait une baisse 
drastique du nombre de cellules NKT par augmentation de leur sensibilité à l’apoptose. Etant 
donné que ces cellules permettent physiologiquement l’élimination des lymphocytes infectés 
par EBV, ceci participerait à l’apparition du syndrome lymphoprolifératif. Parmi la famille 
des IAP, la survivine fait l’objet d’un intérêt particulier. En effet, cette protéine, qui possède 
un domaine BIR, est exprimée au cours du développement embryonnaire, mais n’est pas 
exprimée dans les tissus sains adultes, et elle peut être réexprimée dans des tissus cancéreux 
(Ambrosini et al., 1997). 
I. 2.7.2. Inhibiteurs chimiques ou synthétiques des caspases. 
 
Contrairement aux pathologies cancéreuses, certaines pathologies, telles que des 
maladies neuro-dégénératives ou l’infarctus du myocarde, pourraient être liées à des excès 
d’apoptose. Plusieurs inhibiteurs de caspases, très largement utilisés en recherche 
fondamentale pour l’étude de la mort cellulaire et/ou de l’inflammation, ont ainsi été 
synthétisés et pourraient potentiellement, sous une forme modifiée, être utilisés comme  
traitement de ces pathologies. Ces inhibiteurs sont des peptides qui agissent comme pseudo-
substrats. Il s’agit d’inhibiteurs compétitifs possèdant au minimum un résidu aspartate 
souvent précédé par deux ou trois autres résidus qui permettent de cibler de façon plus ou 
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moins spécifique certaines caspases. La spécificité des inhibiteurs censés inhiber une seule 
caspase reste ainsi relative (McStay et al., 2008). De plus, certains des inhibiteurs de caspases 
sont également capables d’inhiber d’autres protéases, telles que certaines cathepsines, et leur 
simple utilisation ne devrait donc pas permettre de conclure quant à l’implication des caspases 
dans un phénomène biologique donné. Les peptides utilisés sont couplés à des groupements 
chimiques divers qui déterminent leur mécanisme d’action et l’irréversibilité de leur liaison 
aux caspases. Ainsi, les peptides reliés à des groupement fluoro ou chloro méthyl-cétones (-
FMK ou -CMK) se lient de façon irréversible alors que les peptides liés à des groupements 
aldéhydes (-CHO) se lient de façon réversible (Ekert et al., 1999). Ces inhibiteurs semblent 
être efficaces in vivo chez l’animal. Ainsi, l’injection intraveineuse de z-VAD-FMK permet 
d’inhiber l’action hépatotoxique d’anticorps anti-CD95 chez la souris (Rodriguez et al., 
1996). Plusieurs firmes pharmaceutiques développent ainsi des inhibiteurs de caspases non 
peptidiques ou peptido-mimétiques. Par exemple, l’IDN-6556, un inhibiteur non peptidique 
irréversible à large spectre des caspases, permet de réduire de façon significative les taux 
sériques d’alanine aminotransférase et d’aspartate aminotransférase (ALAT et ASAT) chez 
des patients atteints d’hépatite C (Pockros et al., 2007).  
I.2.7.3. Régulation de la mort DR dépendante par la chimiothérapie. 
 
 Plusieurs études ont mis en évidence la possibilité de sensibiliser des cellules 
cancéreuses à la mort médiée par les récepteurs de mort CD95, TRAILR1 ou TRAILR2, en 
pré-traitant les cellules avec plusieurs types de molécules utilisées en chimiothérapie anti-
cancéreuse. Les mécanismes possibles de cette chimiosensibilisation sont multiples et se 
situent à plusieurs niveaux de la cascade apoptotique. Ainsi, l’utilisation d’étoposide ou de 
cisplatine favorise l’apoptose de cellules de gliomes induite par TRAIL in vitro et in vivo, ce 
mécanisme étant attribué à une élévation de l’expression de DR5 induite par ces traitements 
chimiothérapeutiques (Nagane et al., 2000). De nombreuses autres chimiothérapies modulent 
l’expression des récepteurs de TRAIL, comme évoqué plus haut (cf. chapitre I.2.3.1.4.2.). De 
façon similaire, plusieurs molécules de chimiothérapie favorisent l’apoptose CD95-
dépendante en augmentant l’expression du récepteur CD95 (Micheau et al., 1997). Le 
cisplatine est également capable de favoriser le regroupement (clustering) de CD95 à la 
surface de cellules de cancer colique humaines, favorisant l’apoptose médiée par des 
anticorps agonistes de CD95. Ce phénomène pourrait impliquer le céramide et l’activation 
d’une sphingomyélinase acide (cf. II.3) (Lacour et al., 2004). La doxorubicine, le 5FU et le 
 55 
cisplatine sont également capables de sensibiliser des cellules de carcinomes coliques 
résistantes à la mort induite par TRAIL (Lacour et al., 2001). Cette sensibilisation 
s’accompagne d’une élévation du recrutement de FADD et de la caspase 8 au niveau du DISC 
et serait partiellement inhibée par la surexpression de Bcl-2 (Lacour et al., 2003). Il a 
également été mis en évidence que la chimiosensibilisation de cellules à la mort induite par 
TRAIL pouvait s’accompagner d’une diminution d’expression de cFLIP (Ganten et al., 2004) 
ou d’une élévation de l’expression de Bax (LeBlanc et al., 2002). Le pré-traitement par des 
médicaments anti-cancéreux de cellules cancéreuses surexprimant DcR2, et donc 
particulièrement résistantes à l’apoptose induite par TRAIL, permet de les resensibiliser à la 
fois in vitro et in vivo (Morizot et al., 2010). Dans cette étude, ce phénomène, impliquant 
essentiellement une élévation de la formation du DISC, ne semble pas mettre en jeu la voie 
mitochondriale (Morizot et al., 2010).  
 
I.3. Signalisations cytotoxiques caspase-indépendante, émanant des 
récepteurs de mort. 
 
Au delà de l’induction d’apoptose, des études ont suggéré que les stimuli 
apoptotiques, dont les ligands des DR, pouvaient, selon le contexte cellulaire considéré, 
induire d’autres types de mort présentant des caractéristiques morphologiques et 
biochimiques diverses (Laster et al., 1988). Ainsi, certains ligands de mort induisent la mort 
cellulaire, même lorsque les caspases sont inactivées par l’utilisation du zVAD-fmk, un 
inhibiteur à large spectre des caspases, mais également dans des cellules déficientes en 
caspases. Cette perte de viabilité qui a lieu malgré l’inhibition ou le déficit des caspases, a été 
qualifiée de mort cellulaire caspase-indépendante. Morphologiquement, elle peut présenter 
des caractéristiques de nature autophagique, apoptotique ou ressemblant à l’apoptose 
(apoptosis-like), ou nécrotique. Dans ce dernier cas, on parle alors de nécroptose ou de 
nécrose régulée, par opposition à la nécrose classique considérée comme un phénomène 
accidentel. La mort caspase-indépendante serait dépendante de la perméabilisation de la 
membrane externe de la mitochondrie. En effet, dans certains cas, l’expression de protéines 
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 inhibe ce type de mort cellulaire et la résistance à la 
mort caspase-indépendante pourrait être liée à la persistance de mitochondries intactes (Tait et 
al., 2010). 
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 L’action de stimuli apoptotiques en présence d’une inhibition des caspases peut induire 
l’apparition d’une forme de mort présentant des caractéristiques apoptotiques modifiées, telles 
qu’une condensation chromatinienne partielle, une fragmentation de l’ADN (non inter-
nucléosomale) et la translocation d’AIF de la mitochondrie vers le noyau (Susin et al., 2000). 
Elle pourrait donc impliquer le relargage de facteurs solubles mitochondriaux dont l’action 
cytotoxique est caspase-indépendante, tels que AIF ou l’endonucléase G, ou encore de 
protéases autres que les caspases telles que les cathepsines ou les calpaïnes qui partagent des 
substrats communs avec les caspases. 
 
 La nécroptose peut être médiée par les récepteurs de mort TNFR1, TRAILR1, 
TRAILR2 et CD95 et certaines protéines initiant ce phénomène sont connues. En effet, 
l’initiation de la nécroptose nécessite l’intégrité et l’activité des kinases RIP1 et/ou RIP3 qui 
peuvent interagir fonctionnellement et physiquement. Ainsi, l’équipe de Jürg Tschopp a mis 
en évidence en 2000 que la stimulation de CD95 pouvait initier une mort caspase 
indépendante, et en particulier caspase-8 indépendante, nécessitant à la fois la présence de 
FADD et de RIP1 catalytiquement actif (Holler et al., 2000). Les cellules présentent alors 
certains changements morphologiques nécrotiques (Holler et al., 2000). La même étude a mis 
en évidence que RIP1 est également nécessaire pour la mort nécrotique induite par le TNF et 
TRAIL (Holler et al., 2000). La sérine thréonine kinase RIP3 serait nécessaire pour 
l’induction de mort par le TNF en présence d’inhibiteur de caspase (Zhang et al., 2009). En 
effet, dans des cellules sensibles à l’apoptose induite par le TNF, la présence d’inhibiteur de 
caspases permet un switch de la mort apoptotique dépendante de la caspase 8 vers une mort 
nécroptotique impliquant le recrutement de RIP3 par RIP1 pour former un complexe 
inducteur de nécrose, baptisé le nécrosome, constitué de  RIP1 et RIP3 (He et al., 2009). La 
formation de ce complexe peut être inhibée par les nécrostatines, des inhibiteurs de RIP1 (He 
et al., 2009). La caspase- 8 est capable de cliver RIP1 et 3 et pourrait ainsi inhiber leur rôle 
dans la nécroptose. De façon intéressante, il a été mis en évidence que la perte des cIAPs 
sensibilise les cellules à la mort induite par CD95L et que cette mort ne peut être inhibée que 
par la présence conjointe d’inhibiteurs des caspases et de RIP1 (Geserick et al., 2009). 
Récemment, trois équipes en parallèle ont généré des modèles murins doubles déficients en 
un composant du DISC et un composant du nécrosome, soit des modèles doubles KO caspase 
8 RIP3 ou FADD RIP1 (Kaiser et al., 2011 ; Oberst et al., 2011 ; Zhang et al., 2011). Ces 
trois études ont permis de mettre en évidence que la déficience en un des composants du 
nécrosome permet d’empêcher la létalité embryonnaire normalement observée chez les 
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animaux déficients en FADD ou en caspase 8. Ainsi, la signalisation caspase-dépendante 
inhibe la signalisation caspase-indépendante, prévenant les effets délétères de cette dernière 
au cours du développement (Figure 17). 
 
Les mécanismes impliqués en aval du nécrosome restent peu connus. Les étapes suivantes de 
la nécroptose pourraient impliquer la production de ROS (espèces réactives de l’oxygéne). 
L’équipe de Peter Vandanabeele a montré que, in vitro, dans certains cas, l’utilisation 
d’inhibiteurs de caspases a un effet sensibilisateur vis-à-vis de la nécrose induite par le TNF 
(Vercammen et al., 1998a) et induit une mort de type nécrotique CD95-médiée (Vercammen 
et al., 1998b) et ces deux phénomènes sont dépendant de la production de ROS. Une équipe 
japonaise a également confirmé que seule l’association d’anti-oxydants et de zVAD-fmk 
permettait d’inhiber totalement la perte de viabilité dépendante de CD95 (Matsumura et al., 
2000). In vivo, il a également été observé que l’injection de zVAD-fmk augmente 
l’accumulation de ROS, qui serait dépendante de la PLA2 (phospholipase A2), et la toxicité 
induite par le TNF (Cauwels et al., 2003). Une étude a suggéré que RIP1, TRAF2 et FADD 
seraient impliqués dans la production de ROS observée au cours de la nécroptose induite par 
le TNF (Lin, 2003). Une autre étude a mis en évidence que le TNF induit une activation de la 
NADPH oxydase 1 qui jouerait un rôle dans la production de ROS observée au cours de la 
Figure 17 Modèles des relations fonctionnelles possibles entre le DISC et le nécrosome. A : Chez les 
souris normales, il existe une balance entre la nécrose et l’apoptose qui dépend notamment de la capacité de 
composant du DISC à cliver les composant du nécrosome. B : La déficience d’un des composants du DISC 
(FADD, caspase 8 ou FLIP) conduit à une nécrose non contrôlée et à une mort embryonnaire. C : La 
double déficience en un des trois composants du DISC et de RIP1 ou RIP3 prévient la létalité 
embryonnaire. Toutefois, les souris doubles déficientes en FADD et RIP1 meurent peu de temps après la 
naissance et les doubles déficientes en caspase 8 et RIP3 développent un syndrome lymphoprolifératif du à 
un défaut d’apoptose récepteur médiée (Peter, 2011). 
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nécroptose (Kim et al., 2007). La nécroptose met également en jeu la perméabilisation des 
membranes mitochondriales, lysosomales et plasmique. Il a notamment été mis en évidence 
que la surexpression de Bcl-2 rend les cellules résistantes à la nécroptose induite par le TNF 
(Thon et al., 2005). Le céramide serait également impliqué dans la nécroptose induite par 
TRAIL ou par le TNF (Thon et al., 2006 ; Thon et al., 2005) (cf. chapitre II.3.2.1).  
 Une étude a également mis en évidence l’activation de RIP1 et de JNK au cours de la 
mort caspase-indépendante induite par une inhibition de la caspase 8 (Yu, 2004). Les cellules 
présentent dans cette étude des signes d’autophagie et la mort cellulaire nécessite les gènes 
ATG7 et beclin 1 (Yu, 2004). 
 
I.4. Autres rôles et signalisations, non cytotoxiques, mises en jeux par les 
DR. 
 
Les DR peuvent non seulement induire la mort cellulaire en réponse à leur ligand mais 
peuvent également être à l’origine de signalisations non apoptotiques en faveur de la 
prolifération ou de la différenciation cellulaire. Ceci a été largement décrit pour le TNF-$ et 
plusieurs études indiquent que ceci serait également le cas pour CD95L et TRAIL. En effet, 
dans la majorité des cas, la liaison du TNF sur le TNFR1 favorise le recrutement de la 
protéine TRAF2 (pour TNF Receptor-Associated Factor 2) par TRADD. TRAF2 est capable 
d’induire l’activation de plusieurs cascades de signalisation conduisant en particulier à 
l’activation de JNK (Jun-kinase) et de p38, capables d’activer AP-1, un facteur de 
transcription qui contrôle l’expression de nombreux gènes, notamment de facteurs de 
croissance et de médiateurs de l’inflammation. TRAF2 est également capable de recruter 
RIP1 qui peut notamment favoriser l’activation de la MAPK (Mitogen-Activating protein 
kinase) MEKK3 qui conduit à l’activation de NEMO (ou IKK#) et, in fine, à l’activation du 
facteur de transcription NF"B. L’activation de NF"B induit notamment l’expression de 
certaines protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-XL, c-FLIP, c-IAP-1 et c-IAP2 et 
XIAP et de protéines pro-inflammatoires (cytokines et molécules d’adhésion). 
 
I.4.1. Autres rôles et signalisations médiées par les récepteurs de TRAIL. 
 
Plusieurs études ont mis en évidence que les récepteurs de mort de TRAIL jouaient 
également des rôles non cytotoxiques, de régulation de la prolifération cellulaire de cellules 
saines ou tumorales, et de la régénération tissulaire. La liaison de TRAIL peut, dans certaines 
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cellules, induire l’activation de voies de signalisations impliquant NF"B, PI3K, JNK ainsi que 
les MAPK. L’activation de ces voies pourrait jouer en faveur de la survie et de la prolifération 
cellulaire. Dès la découverte des récepteurs DR4 et DR5, il a ainsi été observé que leur 
surexpression pouvait en effet activer NF"B et que TRAIL, à forte dose, pouvait également 
induire cette activation, via DR4, DR5 mais aussi DcR2 (Sheridan, 1997 ; Degli-Esposti et 
al., 1997a ; Schneider et al., 1997). De façon remarquable, une étude sur 18 lignées de 
cellules tumorales et 53 échantillons de cellules leucémiques primaires, a permis de mettre en 
évidence que plus de 20% des cellules testées répondaient à TRAIL en proliférant et que 
l’expression de dominant négatif de FADD ou la perte d’expression de la caspase 8 
convertissaient des cellules normalement sensibles à l’apoptose induite par TRAIL en cellules 
proliférant en réponse à TRAIL (Baader et al., 2005). Ce phénomène est dépendant de RIP1 
et de l’activation de NF"B (Baader et al., 2005 ; Ehrhardt et al., 2003). Ce type d’étude 
suggère également qu’il serait judicieux de privilégier des thérapies combinées d’agonistes 
des TRAILRs et d’agents sensibilisateurs, chimiothérapeutiques par exemple, permettant de 
passer outre ce type de résistance (cf. chapitre I.5.). Il a également été mis en évidence que 
TRAIL pouvait favoriser la prolifération de cellules humaines endothéliales du cordon 
ombilical via l’activation de PI3K qui active la sérine/thréonine kinase PKB/Akt et via 
l’activation de ERK1/2 (Secchiero, 2003). TRAIL peut également activer ERK1/2 dans des 
cellules de mélanome, voie de signalisation qui contrecarre dans ce cas son effet apoptotique 
(Zhang et al., 2003). Le rôle de ERK1/2 dans la signalisation induite par TRAIL reste 
toutefois controversé.  
 
TRAIL pourrait également augmenter le pouvoir invasif et métastatique de cellules 
tumorales résistantes. Ainsi, TRAIL favorise la migration et l’invasion de cellules de 
cholangiocarcinome résistantes à l’apoptose induite par TRAIL, de façon NF"B dépendante 
(Ishimura et al., 2006). De plus, l’injection intra-péritonéale de TRAIL augmente 
significativement le nombre et le volume de métastases hépatiques de cellules 
d’adénocarcinome pancréatique humaines implantées dans le pancréas de souris 
immunodéficientes (Trauzold et al., 2006). En plus du DISC, TRAIL peut également induire 
la formation plus tardive d’un complexe de signalisation nommé complexe II, comprenant 
TRADD, FADD, la caspase 8, la caspase 10, RIP1, TRAF2 et NEMO, qui permettrait 
l’activation de JNK, p38 et de IKK et potentiellement certains des rôles décrits ci-dessus 
(Varfolomeev, 2005 ; Jin & El-Deiry, 2006). Au delà de l’induction de gènes anti-
 60 
apoptotiques qui pourrait expliquer l’effet inhibiteur de l’activation de NF"B sur l’apoptose 
induite par TRAIL, NF"B pourrait également participer à promouvoir le recrutement de 
cellules phagocytaires via sa capacité à induire l’expression de chimiokines comme l’IL-8 ou 
MCP-1 (Varfolomeev, 2005). 
 
I.4.2. Autres rôles et signalisations médiées par CD95. 
 
Dans certaines cellules et tissus et dans certaines circonstances, CD95 ne favorise pas 
l’apoptose mais la prolifération cellulaire, la migration cellulaire ou la génération de 
cytokines. Plusieurs études ont mis en évidence que la stimulation de cellules, tumorales ou 
non, résistantes à l’apoptose médiée par CD95 active des voies de signalisation non 
apoptotiques, mettant notamment en jeu l’activation de ERK1/2 et de NF"B  (Qin et al., 2002 
; Barnhart et al., 2004 ; Ahn, 2001). Le groupe de Marcus Peter a mis en évidence que 
l’induction d’apoptose nécessitait deux allèles fonctionnels de CD95, tandis que NF"B 
pouvait être activé dans des cellules ne présentant qu’un seul allèle fonctionnel de CD95 
(Legembre et al., 2004). La mutation d’un des deux allèles de CD95, qui est parfois retrouvée 
dans les cellules tumorales, pourrait donc permettre de changer le signal classiquement pro-
apoptotique médiée par CD95, en signal de survie cellulaire. Ceci pourrait également 
expliquer, en partie, pourquoi une faible stimulation de CD95 induit initialement un signal de 
survie cellulaire (Lavrik et al., 2007). De façon intéressante, la stimulation de CD95 
favoriserait la prolifération des cellules T activées et jouerait un rôle de molécule de co-
stimulation (Alderson et al., 1993 ; Kennedy et al., 1999). L’existence d’une signalisation 
« reverse » dans laquelle CD95 jouerait le rôle de ligand pour la forme membranaire de 
CD95L a été proposée. Une étude indique ainsi que l’activation de CD95L exprimé par les 
cellules T activées, associé à la stimulation antigénique de leur TCR favorise leur 
prolifération (Sun et al., 2006). Il a également été mis en évidence que la stimulation de CD95 
pouvait induire la croissance de neurites in vitro et accélérer la récupération fonctionnelle 
après une atteinte nerveuse chez la souris (Desbarats et al., 2003). Au niveau hépatique, alors 
que, comme décrit précédemment, l’injection d’anticorps agonistes anti-CD95 chez des souris 
sauvage est hépatotoxique, la stimulation de CD95 par un anticorps agoniste est au contraire 
bénéfique pour la régénération hépatique après hépatectomie partielle, suggérant que CD95 
peut également stimuler des voies en faveur de la prolifération cellulaire dans ce contexte 
particulier (Desbarats & Newell, 2000). Comme mentionné précédemment, l’inhibition de 
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l’internalisation dans de cellules de type I s’accompagne de l’activation de ERK et NF"B 
(Lee et al., 2006). De plus, le traitement de cellules avec un anticorps anti-CD95 qui n’induit 
pas l’internalisation du récepteur, induit une activation de ERK et de NF"B augmentant leur 
motilité et leur capacité d’invasion (Lee et al., 2006).  
 
Le groupe de Marcus Peter a également mis en évidence que dans des cellules 
tumorales résistantes à l’apoptose CD95-médiée, la liaison de CD95L induisait une 
augmentation de leur motilité et de leur capacité invasive, via l’activation de %F"&, ERK1/2 
et de la caspase 8 (Barnhart et al., 2004). De plus, l’expression de nombreux gènes est 
augmentée dans ces conditions dont l’urokinase, ou activateur du plasminogène, une protéase 
favorisant l’invasion tumorale (Barnhart et al., 2004). Un groupe néerlandais a également mis 
en évidence que la stimulation de CD95 de cellules de cancer colorectal, induit l’activation 
d’une phospholipase C-#1 par le PDGFR-!, dont la stimulation est CD95 dépendante, par un 
mécanisme indeterminé. Ceci résulterait en une hydrolyse de PIP2, permettant le relargage de 
la cofilline qui remodèle le cytosquelette d’actine, conduisant à la formation de protrusions 
membranaires et à l’invasion cellulaire (Steller et al., 2011). Le groupe de Patrick Legembre a 
récemment mis en évidence, dans différents types cellulaires dont des lymphocytes T activés, 
que la forme soluble de CD95L n’induit pas la mort cellulaire contrairement à ce qui est 
observé avec du CD95L membranaire, mais favorise la formation de pseudopodes migratoires 
comportant à leur extrémité des regroupements (caps) de récepteur CD95 au sein des radeaux 
lipidiques, ce qui favorise la migration cellulaire. Cette étude propose que la migration soit 
liée à la formation d’un complexe protéique, comprenant le récepteur CD95 et la kinase c-
Yes, baptisé MISC pour « Motility-Inducing Signalling Complex ». Ceci permet la mise en 
jeu d’une voie de signalisation impliquant Orai1, une élévation intracellulaire de calcium 
(plus spécifiquement localisée au niveau du pseudopode) et l’activation de PI3K conduisant à 
l’effet pro-migratoire de CD95L soluble. Enfin, comme mentionné précédemment, l’effet de 
l’engagement de CD95 pourrait dépendre de la forme de CD95L. Ainsi, seule la forme 
membranaire de CD95L semble essentielle pour sa fonction cytotoxique, anti-tumorigène et 
de prévention des lymphadénopathies et de l’autoimmunité, tandis que la forme soluble aurait 
plutôt un effet favorisant l’auto-immunité et la tumorigénèse (O’ Reilly et al., 2009). Une 
étude récente a mis en évidence que la croissance de plusieurs types de cellules cancéreuses 
nécessite une activation autocrine de CD95 et que la perte du récepteur CD95, dans des 
modèles murins de cancers du foie ou de l’ovaire, induit une diminution de l’apparition et de 
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la croissance des tumeurs chez la souris (Chen et al., 2010). Cet effet tumorigène de CD95 a 
été proposé comme étant dépendant de JNK (Chen et al., 2010).  
 
 
I.5. Potentiel thérapeutique de l’utilisation d’agonistes des DR en 
cancérologie. 
 
La potentielle utilisation thérapeutique d’agonistes du récepteur CD95 en thérapie 
anticancéreuse a été rapidement freinée par l’observation initiale que l’utilisation de CD95L, 
ou d’anticorps agonistes anti-CD95, s’accompagne d’une hépatite fulminante chez la souris 
(Ogasawara et al., 1993 ; Huang et al., 1999). Comme alternative à l’utilisation d’agonistes, 
plusieurs groupes ont testé in vitro et chez la souris, une stratégie de thérapie génique 
permettant l’expression de CD95L et ont obtenu des résultats prometteurs. Par exemple, 
l’injection de vecteurs adénoviraux permettant l’expression de CD95L dans les cellules 
tumorales induit une régression de tumeurs de carcinome colique chez la souris (Arai et al., 
1997). Toutefois, ceci n’a à ce jour aboutit à aucun essai clinique. Seul l’APO010, ou Mega-
FasLigand, un CD95L humain formé de 3 domaines extra-cellulaires de CD95L associés en 
dimères, qui présente un effet hépatotoxique réversible, est en cours d’essai clinique de phase 
I chez des patients souffrant de cancers solides.  
 
Alors que l’utilisation de CD95L ou d’anticorps agonistes a été associée à 
d’importants effets toxiques, l’utilisation d’analogues de TRAIL, a priori moins toxiques sur 
les cellules saines, semble plus envisageable en thérapie anti-cancéreuse. Dès la fin des 
années 1990, plusieurs groupes ont mis en évidence in vivo cet intérêt potentiel d’agonistes 
des récepteurs de TRAIL en thérapie anti-cancéreuse, en monothérapie ou en association à 
diverses molécules. Concernant l’innocuité de TRAIL, une étude a d’abord mis en évidence 
que des injections intraveineuses répétées de TRAIL à des singes ne sont pas toxiques. De 
plus, l’injection intra-péritonéale ou intra-tumorale de TRAIL à des souris Nude xénogréffées 
avec des cellules cancéreuses coliques humaines, permet de réduire l’établissement et la 
progression tumorale et augmente la survie des animaux (Ashkenazi et al., 1999). Plusieurs 
types d’agonistes aux récepteurs de TRAIL ont été générés : du TRAIL recombinant humain, 
rhTRAIL, mais également des constructions qui favorisent son oligomérisation, comme les 
TRAIL étiquetés FLAG ou Histidine (FLAG-TRAIL et His-TRAIL) ainsi que leucine zipper 
et isoleucine zipper (TRAIL (LZ)-TRAIL et (IZ)-TRAIL). Des groupes ont également généré 
des anticorps agonistes dirigés contre les récepteurs TRAILR1 ou R2, dont la toxicité pourrait 
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s’exercer sur des cellules cancéreuses malgré l’expression éventuelle de récepteurs leurres. 
Plusieurs études laissent penser que l’utilisation de certaines formes de TRAIL pourrait 
induire une hépatotoxicité et ont ainsi remis en cause leur utilisation potentielle en clinique. 
Ainsi, His-TRAIL induit l’apoptose d’hépatocytes humains en culture (Jo et al., 2000). 
Certaines études ont suggéré que LZ-TRAIL et rhTRAIL, efficaces pour diminuer la 
progression tumorale, ne semblent pas avoir d’effet hépatotoxique in vivo (Ashkenazi et al., 
1999 ;  Walczak et al., 1999 ; Lawrence et al., 2001). Toutefois, une étude a mis en évidence 
que LZ-TRAIL, IZ-TRAIL et FLAG-TRAIL sont toxiques vis-a-vis d’hépatocytes 
fraichement isolés. Cet effet cytotoxique semble dépendre du nombre de passages effectués 
sur les hépatocytes primaires en culture. Seul le TRAIL recombinant non étiqueté n’a pas 
d’effet cytotoxique même sur des hépatocytes fraichement isolés (Ganten et al., 2006). Une 
étude de phase I, réalisée sur 71 patients souffrant de différents types de cancers avancés, a 
mis en évidence que l’administration intraveineuse répétée de doses croissantes de TRAIL 
recombinant humain non étiqueté est relativement bien toléré, mais ne permet généralement 
qu’une stabilisation de la maladie (Herbst et al., 2010). Certains groupes ont également 
généré des anticorps agonistes des récepteurs TRAILR1 ou R2, qui présentent une demi-vie 
augmentée en comparaison au TRAIL recombinant. Ces anticorps semblent être efficaces et 
peu toxiques chez la souris. Par exemple, l’utilisation d’un anticorps agoniste monoclonal 
spécifique anti-TRAILR-2 (TRA-8) permet de diminuer la croissance de différentes tumeurs 
sans induire d’effet hépatotoxique, contrairement au FLAG-TRAIL utilisé en comparaison 
dans cette étude (Ichikawa et al., 2001). Plusieurs anticorps anti-TRAILR humains ont été 
généré, la plupart ciblant TRAILR2 et un, le mapatumumab, ciblant TRAILR1. Un essai de 
phase I de monothérapie avec du lexatumumab, qui cible TRAILR2, a été réalisé permettant 
d’observer que cet anticorps est bien toléré, permet une stabilisation durable de la maladie 
chez un tiers des patients mais aucune réponse partielle (Plummer et al., 2007). Le même type 
d’observations, c’est-à-dire une bonne tolérance mais une efficacité limitée, a été réalisé suite 
à plusieurs essais cliniques utilisant des anticorps agonistes en monothérapie. D’autres essais 
associant anticorps agonistes, ou TRAIL recombinant, et chimiothérapie ont alors été menés 
pour tenter d’améliorer l’efficacité anti-tumorale du traitement. 
 
L’induction d’apoptose par TRAIL, tout comme ce qui est observé pour des molécules 
de chimiothérapie ou CD95L, est variable selon la lignée cellulaire concernée comme 
mentionné ci-dessus, mais également au sein de populations cellulaires. Cette variabilité 
pourrait à la fois être la résultante de variations génétiques des différents composants de la 
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signalisation apoptotique mais également d’une variabilité épigénétique qui semble être 
particulièrement importante (Spencer et al., 2009). Ainsi, l’utilisation d’agonistes des 
récepteurs de TRAIL, en association avec des molécules de chimiothérapies, décrites comme 
pouvant moduler le niveau et l’activation de certains de ces composants, pourrait également 
être une solution prometteuse pour espérer éviter toute maladie résiduelle. In vitro, de 
nombreuses études ont mis en évidence que le potentiel cytotoxique de TRAIL peut être 
augmenté par le pré-traitement ou le co-traitement avec des molécules de chimiothérapie, qui, 
non seulement activent la voie mitochondriale, mais aussi régule l’expression des récepteurs 
de TRAIL et de molécules de signalisation telle que FLIP (cf. chapitre I.2.7.3). Ainsi, certains 
groupes ont testé in vivo chez la souris ce type d’association. Un étude a, par exemple, mis en 
évidence l’effet synergique anti-tumoral de l’utilisation d’association 5FU-TRAIL ou CPT-
11, un inhibiteur de la topoisomérase I, TRAIL (Ashkenazi et al., 1999). Une autre étude a 
mis en évidence que des injection répétées de LZ TRAIL permettaient de supprimer la 
croissance de tumeurs d’adénocarcinomes mammaires humains xénogréffées chez des souris 
SCID (Walczak et al., 1999). Cet effet s’accompagne au niveau microscopique de zones de 
nécrose apoptotique, au niveau tumoral, observées dans les 9-12 heures suivant l’injection 
(Walczak et al., 1999). Chez l’homme, des essais cliniques utilisant des associations 
d’anticorps agonistes des TRAILRs ou de rhTRAIL avec différentes chimiothérapies ont été 
débutées. Un essai de phase I, associant mapatumumab (anti-TRAIL-R1) paclitaxel et 
carboplatine, mené chez 21 patients souffrant de divers cancers solides a permis d’observer 
une bonne tolérance du traitement menant à une réponse partielle chez 5 patients et une 
stabilisation de la maladie chez 12 patients (Leong et al., 2009). Il a également été testé l’effet 
d’une association  rhTRAIL, paclitaxel, carboplatine et bevacizumab chez 24 patients atteints 
de cancers du poumons non à petites cellules à des stades avancés (Soria et al., 2010). Les 
auteurs ont observé que ce traitement était bien toléré et avait permis d’obtenir une réponse 
complète chez un des patients et 13 réponses partielles (Soria et al., 2010). Cette association 
est maintenant en cours d’étude de phase II. Les thérapies combinées d’agonistes de 
TRAILRs avec des molécules chimiothérapeutiques pour le traitement de pathologies 
cancéreuses semblent donc prometteuses. 
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II. Les sphingolipides.  
 
Les lipides sont des constituants essentiels des membranes cellulaires. Parmi eux, les 
sphingolipides sont des composants ubiquitaires des membranes des cellules eucaryotes. Ils 
sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique (RE) et l’appareil de Golgi, mais sont 
particulièrement abondants dans la membrane plasmique et les endosomes. Ils constitueraient 
environ de 20 à 35 % des molécules de lipides de la membrane plasmique (van Meer, 2002). 
Ils furent initialement identifiés en 1884 par un biochimiste allemand, Johann Ludwig 
Wilhelm Thudichum, qui a mis en évidence la présence dans des tissus cérébraux de plusieurs 
lipides tels que la sphingomyéline, dont l’hydrolyse conduit à la formation d’un composé 
qu’il nomma la sphingosine, en hommage au sphinx de la mythologie grecque. Ces lipides à 
la fonction énigmatique, tous dérivés de la sphingosine, furent ainsi nommés sphingolipides. 
Initialement considérés comme de simples éléments de structure des membranes cellulaires, 
de multiples études attribuent maintenant le rôle d’organisateurs de domaines membranaires 
particuliers ainsi que de messagers de signalisation cellulaire à plusieurs de ces lipides, dont 
les taux sont temporellement et spatialement très finement régulés.  
 
II.1. Structure et métabolisme. 
II.1.1. Structure des sphingolipides. 
 
Les sphingolipides constituent une classe particulière de lipides contenant une base 
sphingoïde, un aminoalcool à longue chaine carbonée (18 ou 20 atomes de carbone). Chez les 
mammifères, cette base est classiquement la sphingosine, insaturée, la sphinganine 
(dihydrosphingosine) ou, plus minoritaire, la phytosphingosine (4-hydroxysphinganine), ces 
deux dernières étant saturées. Sur cette base sphingoïde, la fixation d’un acide gras - choisi 
parmi plus de 20 espèces différentes en terme de longueur, de degré d’insaturation ou 
d’hydroxylation - sur le carbone 2 via une liaison amide permet d’obtenir le céramide, 
sphingolipide simple et chef de file des sphingolipides biologiquement actifs (Figure 18).  
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La liaison de groupements polaires au groupement hydroxyl sur le carbone 1 du 
céramide permet l’obtention de sphingolipides plus complexes. La nature de ces groupements 
définit le sphingolipide formé. Ainsi, l’addition d’un groupement phosphorylcholine conduit à 
l’obtention de la sphingomyéline, celle d’un groupement phosphate permet l’obtention de 
céramide-1-phosphate et celles d’un glucose ou d’un galactose permettent respectivement 
l’obtention de GlcCer (glucosylcéramide) et de GalCer (galactosylcéramide) (Figure 18). 
L’ajout de groupements sucrés sur le GlcCer et le GalCer aboutit ensuite à la formation des 
glycosphingolipides plus complexes. Les gangliosides, classe regroupant plusieurs centaines 
de membres, sont formés via l’ajout d’un ou plusieurs acides sialiques (et parfois d’un 
groupement GalNAc (N-acétylgalactosamine) principalement sur le lactosylcéramide). Les 
combinaisons possibles entre les différents éléments constituant les sphingolipides sont donc 
très nombreuses et leur métabolisme complexe nécessite une régulation fine. 
Figure 18. Structure générale des sphingolipides. La base sphingoide, ici la sphingosine est représentée 
en bleu. Seules les espèces comportant un acide palmitique (en rouge) sont représentées mais plus de 20 
acides gras différents peuvent être liés sur la base sphingoïde. Les groupements hydrophiles (phosphate ou 
phosphorylcholine) sont représentés en vert. Les glycosphingolipides, tels que le glucosylcéramide, 
constituent une classe regroupant de plus de 500 espèces différentes (Futerman & Hannun, 2004). 
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II.1.2. Métabolisme et localisation des enzymes du métabolisme 
sphingolipidique. 
 
Dans ce chapitre, les principales réactions du métabolisme sphingolipidique (Figure 
19) ainsi que la localisation des enzymes qui en sont responsables (Figure 20) seront 
présentées. 
II.1.2.1. Anabolisme des sphingolipides. 
 
 
La synthèse de sphingolipides débute par la formation d’une base sphingoïde puis du 
céramide. La première étape de cette synthèse de novo de céramide consiste en une 
condensation d’un palmitoyl-coA (coenzyme A) et d’une L-sérine pour générer la 3-céto-
sphinganine. Cette réaction, qui s’accompagne d’une libération de coA et de CO2, est 
catalysée par la SPT (Sérine Palmitoyl Transférase), une enzyme localisée au niveau du RE et 
dont le site actif est cytosolique (Merrill, 2002). Cette enzyme est composée de deux, voire 
trois, sous-unités, SPT1, SPT2, SPT3, produits de trois gènes distincts. La SPT est l’enzyme 
limitante pour la synthèse de novo de céramide et sa mutation, ou son inhibition 
pharmacologique, par la myriocine par exemple, peut inhiber la croissance et diminuer la 
viabilité cellulaire (Nagiec et al., 1994 ; Hanada et al., 1992 ; Hanada et al., 2000). Elle est 
positivement régulée au niveau transcriptionnel ou post-traductionnel, notamment en réponse 
à certaines cytokines ou au cours de l’apoptose induite par des agents génotoxiques comme 
l’étoposide, participant à l’accumulation de céramide observée en réponse à cet agent 
(Memon et al., 1998 ; Perry et al., 2000). La 3-céto-sphinganine est ensuite rapidement 
réduite, de manière NADPH dépendante, en sphinganine par la 3-céto-sphinganine réductase, 
une enzyme également située au sein de la membrane du RE, dont le site catalytique est 
cytosolique. La sphinganine ainsi générée est ensuite acylée sur le groupement amine en C2 
pour former du dihydrocéramide. Cette réaction est catalysée par les CerS (pour (dihydro) 
céramide synthases), dont il existe 6 gènes chez l’homme, de LASS 1 à 6 (pour Longevity 
ASSurance), enzymes du RE possédant plusieurs domaines transmembranaires. Ces enzymes 
peuvent être inhibées pharmacologiquement par la fumonisine B1. Les acides gras ajoutés 
sont divers, en terme de longueur (de 14 à 32 carbones), de degré d’hydroxylation et d’ 
insaturation. Il semblerait que chacune des LASS soit spécifique de certains acides gras en 
particulier. Par exemple, la CerS1 possède une préférence pour les acides gras C18 :0. La 
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CerS2 utilise préférentiellement des acides gras de 20 à 26 carbones (Laviad et al., 2007). 
L'expression des CerS varie selon les tissus et elle est corrélée à la proportion des différentes 
espèces de céramide retrouvée dans ces tissus (Laviad et al., 2007). Les céramides peuvent 
également être générés par les LASS à partir de sphingosine issue de la dégradation de 
sphingolipides complexes ; c’est ce que l’on appelle la voie de recyclage. De plus, les 
céramidases peuvent catalyser la synthèse de céramide à partir de la sphingosine par leur 
activité « reverse » (El Bawab, 2001 ; Mao et al., 2000) (cf. chapitre II.1.2.2). La dernière 
étape conduisant à la génération de céramide consiste en la formation d’une double liaison 
trans-4,5, réaction catalysée par la dihydrocéramide désaturase, une enzyme à trois domaines 
transmembranaires dont l’activité catalytique est dépendante du NADPH (Geeraert et al., 
1997 ; Ternes, 2002). Cette conversion a également lieu au niveau du feuillet cytosolique du 
RE. Il a été proposé que la présence de cette double liaison joue un rôle essentiel dans le 
potentiel pro-apoptotique du céramide (cf. chapitre II.3.2) (Bielawska et al., 1993).  
 
Une fois formé dans le RE, le céramide peut être métabolisé en divers sphingolipides 
par ajout de différents groupements polaires. Au sein du RE, au niveau du feuillet luminal, il 
peut être converti en GalCer par une UDP-galactose : ceramide galactosyltransferase (GalCer 
transférase I ou GalCer synthase), enzyme transmembranaire de type I qui possède un 
domaine N-terminal ainsi qu’un site catalytique localisé dans la lumière du RE (Sprong et al., 
1998). Tous les tissus n’expriment pas la galactosylcéramide transférase : elle est 
essentiellement exprimée dans les cellules de Schwann, les oligodendrocytes, le rein, les 
testicules et les intestins. La gaine de myéline est particuliérement enrichie en 
galactosylcéramide et ce lipide joue ainsi un rôle fonctionnel important dans le système 
nerveux. Alternativement, dans le RE également, le céramide peut être converti en CPE 
(céramide-phosphoéthanolamine) par la SMSr (pour Sphingomyelin Synthase Related). Bien 
que le CPE soit un sphingolipide uniquement présent à l’état de traces dans les cellules de 
mammifères, l’activité de la SMSr jouerait un rôle primordial dans le contrôle de 
l’homéostasie du céramide dans le RE (Vacaru et al., 2009) (cf. chapitre II.4). Le céramide 
peut également être transféré vers l’appareil de Golgi pour y subir des modifications 
supplémentaires afin de former la SM (sphingomyéline) et les différents GSLs 
(glycosphingolipides). Ce transfert peut avoir lieu de différentes façons et plusieurs modèles 
existent quant au transport du céramide et des sphingolipides entre le RE et l’appareil de 
Golgi, puis au sein des différentes parties de l’appareil de Golgi. Il a initialement été mis en 
évidence que le transport du céramide du RE vers l’appareil de Golgi est ATP-dépendant pour 
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le céramide destiné à la synthèse de SM tandis que la synthèse de GSLs n’est pas affectée par 
une déplétion en ATP, suggérant que le transport des précurseurs de ces différents lipides est 
probablement dépendant de mécanismes différents (Fukasawa et al., 1999). En 2000, Kentaro 
Hanada et ses collaborateurs ont découvert CERT (pour CERamide Transport), une protéine 
qui possède : (i) un motif FFAT qui lui permet d’interagir avec VAP, une protéine 
transmembranaire résidente du RE ; (ii) un domaine START lui permettant d’extraire et de 
transférer le céramide du RE vers la membrane de l’appareil de Golgi ; (iii) un domaine PH 
(Pleckstrin Homology), lui permettant d’interagir avec les phosphatidylinositol-4-
monophosphates, particulièrement abondants au sein du feuillet externe de la partie trans de 
l’appareil de Golgi (Hanada et al., 2003). Cette protéine serait ainsi responsable du trafic non 
vésiculaire ATP-dépendant du céramide, destiné à la synthèse de la SM, du RE vers le trans 
Golgi. Sa fonction pourrait être régulée par phosphorylation sur des résidus sérine (Hanada et 
al., 2003). Ce transfert serait d’autant plus facilité par l’existence de contacts étroits entre 
certaines parties du RE et certaines parties du trans-Golgi (Marsh et al., 2001). Il est à noter 
que ce type de contacts existe également entre des parties du RE et de la mitochondrie, parties 
de membranes appelées les MAM (Mitochondrial Associated Membranes) (Marsh et al., 
2001). Le céramide ainsi transporté à l’appareil de Golgi transloque vers le feuillet interne 
pour y être converti en SM, le sphingolipide le plus abondant, dans le trans-Golgi. Cette 
réaction est catalysée par les SMS (sphingomyéline synthase) 1 et 2 (cf. chapitre II.4), deux 
enzymes possédant plusieurs domaines transmembranaires. La SMS1 est localisée au niveau 
du trans-Golgi tandis que la SMS2 est également localisée à la membrane plasmique où elle 
pourrait être impliquée dans la resynthèse de SM à partir de céramide généré par hydrolyse de 
SM (cf. chapitre II.1.2.2). Au sein de l’appareil de Golgi, le galactosylcéramide peut être 
métabolisé en sulfatide. Le céramide peut également être converti en glucosylcéramide par la 
GCS (glucosylcéramide synthase), une réaction ayant lieu sur le feuillet cytosolique de 
l’appareil de Golgi. La synthèse de glucosylcéramide, précurseur de nombreux 
glycosphingolipides, est essentielle au développement embryonnaire chez les mammifères 
(Yamashita et al., 1999). Une partie du glucosylcéramide doit ensuite transloquer vers la 
lumière golgienne, potentiellement via l’action d’un transporteur de type ABC, être véhiculée 
en direction du trans-golgi pour être transformé en lactosylcéramide et autres 
glycosphingolipides dérivés. En effet, la lactosylcéramide synthase, responsable de la 
synthèse de lactosylcéramide à partir de glucosylcéramide et d’UDP-galactose, ainsi que les 
enzymes responsables de la synthèse des gangliosides et des glycosphingolipides neutres, sont 
préférentiellement localisées dans le trans-golgi. Il a initialement été proposé que le 
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glucosylcéramide destiné à la synthèse de glycosphingolipides soit transféré entre les 
différents compartiments golgiens par un mécanisme vésiculaire. A l’inverse, une étude 
récente suggère l’existence d’un transport non vésiculaire du glucosylcéramide, du cis vers le 
trans-golgi, mettant en jeu la protéine FAPP2 (D’Angelo et al., 2007). Cette protéine, qui 
possède un domaine PH, lie le phosphatidylinositol-4-phosphate abondant dans les 
membranes trans-golgiennes (D’Angelo et al., 2007). Un autre groupe a proposé que le 
glucosylcéramide synthétisé au niveau de l’appareil de Golgi soit transporté de façon 
rétrograde vers le RE par FAPP2 ou il transloquerait dans la lumière puis serait de nouveau 
transporté vers l’appareil de Golgi par transport vésiculaire pour être transformé en 
glycosphingolipides (Halter et al., 2007). Selon cette étude, FAPP2 serait également 
impliquée dans un mécanisme de transport du glucosylcéramide du RE vers la membrane 
plasmique (Halter et al., 2007). Les gangliosides sont majoritairement dérivés du 
lactosylcéramide. Leur synthèse nécessite le transfert d’un galactose sur le glucosylcéramide 
par l’action d’une lactosylcéramide synthase, puis met successivement en jeu une ou plusieurs 
sialylytransférases et/ou N-AcétylGalactosamine transférases. Les gangliosides seront ensuite 
véhiculés par trafic vésiculaire vers la membrane plasmique.  
 
Le céramide peut également être phosphorylé sur le groupement hydroxyl en C1 pour 
générer du céramide-1 Phosphate. Cette réaction serait catalysée par la CERK (céramide 
kinase), enzyme dont le gène humain a été cloné en 2002 (Sugiura, 2002). Cette 
phosphotransférase possède un domaine PH nécessaire à sa liaison aux membranes 
cellulaires, à sa conformation normale et à son activité catalytique. Son activité est optimale à 
pH neutre et peut être augmentée en présence de calcium. Elle est essentiellement retrouvée 
au niveau  du trans Golgi et un peu à la membrane plasmique. Le céramide peut aussi être 
dégradé par des céramidases en sphingosine (cf. chapitre II.1.2.2). La sphingosine alors 
générée peut être phosphorylée par les SK (sphingosine kinases) pour former de la S1P 
(sphingosine 1-phosphate) dans le cytosol. La sphinganine peut de la même façon être 
phosphorylée en Sa1P (sphinganine 1-phosphate) par les SKs. On distingue deux isoformes 
de SK : la SK1 et la SK2. Selon le type cellulaire, le variant d’épissage considéré et son degré 
de phosphorylation, la localisation de la SK1 varie, puisqu’elle a été largement retrouvée dans 
le cytosol, associée au cytosquelette, mais qu’elle peut également être transloquée à la 
membrane plasmique, au niveau nucléaire, voire être sécrétée. La SK2 présente une 
localisation essentiellement nucléaire ou péri-nucléaire. Comme la SK1, elle peut 
phosphoryler la sphingosine et la sphinganine. A l’inverse de la SK1, la SK2 phosphoryle 
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également la phytosphingosine. Les SK1 et SK2, bien que catalysant le même type de 
réaction semblent souvent avoir des fonctions opposées vis-à-vis de la prolifération cellulaire. 
Toutefois, elles partageraient aussi des fonctions redondantes au cours du développement 
embryonnaire étant donné que les souris doubles-KO SK1 et SK2 ne sont pas viables, 
contrairement aux souris KO pour une seule des deux isoformes. 
Figure 19. Métabolisme des sphingolipides. En vert et numérotés en n, les réactions de l’anabolisme des 
sphingolipides, en violet et numérotés en n’, les réactions du catabolisme. Anabolisme : 1 : Sérine 
Palmitoyl Transférase ; 2 : 3-céto-sphinganine réductase ; 3 : (dihydro) Céramide Synthases ; 4 : 
Dihydrocéramide Désaturase ; 5 : GalactosylCéramide Synthase ; 6 : GlucosylCéramide Synthase ; 7 : 
LactosylCéramide Synthase ; 8 : Plusieurs enzymes interviennent dont des Sialyltransférases, N-
Acetylgalactosamine Transférases ; 9 : Sphingomyéline Synthases ; 10  : Sphingosine Kinases ; 11 : 
Céramide Kinase ; 1’ : Céramide 1-Phosphate Phosphatase ; 2’ : GlucosylCéramidase ; 3’ : 
LactosylCéramide !*galactosidase ; 4’ : Plusieurs enzymes interviennent, dont des Sialidases, 
Hexosaminidases, galactosidases ; 5’ : Sphingomyélinases ; 6’ : GalactosylCéramidase ; 7’ : Céramidases ; 
8’ : Sphingosine-1 Phosphate Phosphatase ; 9’ : Sphingosine 1-Phosphate Lyase. Les flèches pointillées 
indiquent la présence d’une ou plusieurs réactions impliquant une ou plusieurs enzymes différentes. A.G : 
Acide Gras. GalCér : GalactosylCéramide ; Cér-1P : Céramide -1 Phosphate ; PC : PhosphatidylCholine ; 
DAG : DiacylGlycérol ; DihydroCér : DihydroCéramide ; ADP : Adénosine DiPhosphate ; ATP : 
Adénosine Tri Phosphate, Pi : Phosphate inorganique ; Sa-1P : Sphinganine-1 Phosphate ; S-1P : 
Sphingosine 1Phosphate. D’après (Sabourdy et al., 2008). 
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II.1.2.2 Catabolisme des sphingolipides. 
 
Le catabolisme des sphingolipides met en jeu de nombreuses enzymes dont la plupart 
sont localisées au niveau lysosomal. Les sphingolipides atteignent ce compartiment par 
endocytose, autophagie ou phagocytose.  
 
Tous les sphingolipides peuvent être dégradés, en une ou plusieurs étapes, pour former 
du céramide. Ainsi, le céramide-1-phosphate peut être déphosphorylé en céramide par une 
céramide-1-phosphate-phosphatase, sachant que cette activité enzymatique n’a 
essentiellement été retrouvée que dans des fractions de membrane plasmique de tissus 
hépatiques et cérébraux (Boudker & Futerman, 1993 ; Shinghal et al., 1993). La S1P, générée 
par la SK1 ou 2, peut être déphosphorylée ou dégradée au sein du RE par deux types 
d’enzymes différents : (i) la S1P Phosphatase, dont il existe deux isoformes, qui 
déphosphoryle la S1P et (ii) la S1P lyase qui induit la formation de deux produits de 
dégradation, l’héxadécénal et l’éthanolamine phosphate. Cette dernière réaction est 
irréversible et constitue donc la voie de sortie majeure du métabolisme sphingolipidique.  
 
Le glucosylcéramide peut être dégradé en céramide par l’action d’une 
glucosylcéramidase, enzyme lysosomale dont la déficience est à l’origine de la maladie de 
Gaucher (cf. chapitre II.2). Le galactosylcéramide peut également être dégradé en céramide 
par une galactosylcéramidase lysosomale dont la déficience provoque la maladie de Krabbe. 
Le lactosylcéramide, précurseur de la grande majorité des gangliosides est dégradé par une 
lactosylcéramide-!-galactosidase en glucosylcéramide. Les gangliosides sont également 
dégradés dans les lysosomes, par l’action d’une ou plusieurs sialidases, hexosaminidases, 
galactosidases, dont certains déficits peuvent également conduire à l’apparition de certaines 
sphingolipidoses. De plus, la dégradation de certains glycosphingolipides nécessite également 
l’action de protéines nommées SAP (pour Sphingolipid Activator Proteins) qui permettraient 
de rendre disponible les GSLs aux enzymes assurant leur dégradation.  
 
La sphingomyéline est le sphingolipide complexe le plus abondant. Sa dégradation est 
réalisée par des enzymes nommées SMases (sphingomyélinases), résultant en une production 
de céramide et de phosphocholine (pour revue, Milhas et al., 2009). Les SMases sont classées 
selon le pH optimal pour leur activité catalytique : on distingue ainsi la SMase acide et des 
SMases neutres. La aSMase (SMase acide), codée par le gène SMPD1, est présente sous deux 
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formes : une forme, majoritaire, lysosomale et une forme sécrétée. Trois sphingomyélinases 
neutres, nSMases 1, 2 et 3 ont été identifiées à ce jour chez les mammifères, codées 
respectivement par les gènes SMPD 2, 3 et 4. La nSMase 1 serait localisée au niveau du RE, 
mais son activité en tant que nSMase a été remise en cause. La nSMase 2 est localisée au 
niveau du feuillet cytosolique de la membrane plasmique et de l’appareil de Golgi, bien que la 
SM soit classiquement considérée comme étant particulièrement localisée au niveau du 
feuillet externe de la membrane plasmique. Cette enzyme est plus fortement exprimée dans 
les tissus cérébraux. La nSMase 3 est localisée au niveau du RE et semble être 
majoritairement exprimée dans les muscles squelettiques et cardiaques. L’existence d’une 
sphingomyélinase neutre mitochondriale (MA-nSMase) a également été récemment proposée. 
 
 
 
 
Le céramide peut être dégradé par des céramidases en sphingosine. Il existe 5 
céramidases humaines distinguées selon le pH nécessaire pour leur activité catalytique 
optimale (acide, neutres ou alkalines) (Mao & Obeid, 2008). La céramidase acide, codée par 
le gène ASAH1, est localisée au niveau lysosomal, organite au sein duquel le pH acide 
Figure 20. Localisation subcellulaire du 
métabolisme des sphingolipides. La 
synthèse de novo du céramide a lieu au sein 
du RE, dans des membranes associées au RE 
telle que l’enveloppe nucléaire ou des 
membranes associées aux mitochondries 
(MAMs). Le céramide est ensuite transporté 
vers l’appareil de Golgi, par CERT ou par 
transport vésiculaire, pour être 
respectivement métabolisé en SM ou GlcCér. 
Ce dernier sera alors transféré au niveau du 
feuillet cytosolique pour être métabolisé en 
glycosphingolipides, dont la synthèse 
nécessite la présence de FAPP2.   La  SM et 
les GSLs peuvent être véhiculés à la 
membrane plasmique par transport 
vésiculaire. La SM pourra alors être 
métabolisée par une sphingomyélinase. Une 
partie des enzymes du métabolisme des 
sphingolipides sont également présentes dans 
la circulation. Les sphingolipides peuvent 
ensuite être internalisés par endocytose et 
être dégradés par des sphingomyélinases et 
des glucosidases permettant de générer du 
céramide. Le céramide est catabolisé en 
sphingosine par une céramidase. La 
sphingosine pourra ensuite être phosphorylée 
par la SK1. La S1P peut être déphosphorylée 
par une S1P phosphatase dans le RE et 
permettre une synthèse de céramide à partir 
de la sphingosine libérée par une voie dite de 
recyclage (Hannun & Obeid, 2008). 
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permettrait son activation par auto-protéolyse. Elle peut également être sécrétée. Son 
expression est ubiquitaire et un déficit de cette enzyme est à l’origine de la maladie de Farber 
(cf. chapitre II.2). La céramidase neutre, codée par le gène ASAH2, est une enzyme O-
glycosylée essentiellement localisée au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique. 
Son expression est particulièrement élevée au niveau intestinal où elle participerait à la 
digestion des sphingolipides d’origine alimentaire (Kono, 2006). Trois céramidases alkalines, 
1, 2 et 3, ont été décrites, respectivement codées par les gènes ASAH3, ASAH3L et PHCA.  La 
céramidase alkaline 1 est essentiellement exprimée au niveau épidermique, tandis que les 
deux autres céramidases alkalines sont ubiquitaires. La céramidase alkaline 1 est localisée au 
niveau du RE, la céramidase alkaline 2 est localisée au niveau de l’appareil de Golgi et la 
céramidase alkaline 3 est retrouvée au niveau du RE et de l’appareil de Golgi. La sphingosine 
générée par les différentes céramidases peut ensuite être utilisée dans la voie de recyclage 
(Sabourdy et al., 2008).  
 
II.2. Conséquences pathologiques des altérations du métabolisme 
sphingolipidique : les sphingolipidoses. 
 
L’importance des sphingolipides dans la physiologie a été particulièrement mise en 
évidence par l’identification de plusieurs sphingolipidoses, des maladies associées à des 
défauts de leur métabolisme, le plus fréquemment de leur catabolisme (pour une revue 
détaillée, Sabourdy et al., 2008). Les sphingolipidoses peuvent également être liées à un 
défaut d’adressage des enzymes du métabolisme à leur compartiment subcellulaire habituel 
ou à un déficit de cofacteur enzymatique. Potentiellement également, des altérations du 
transport des sphingolipides eux-mêmes pourraient aussi conduire à des pathologies 
similaires. De nombreux groupes de recherche ont généré des souris déficientes en certaines 
enzymes du métabolisme des sphingolipides permettant une meilleure compréhension du rôle 
physiologique et physiopathologique de ces différents lipides. Les sphingolipidoses sont 
caractérisées par l’accumulation d’un sphingolipide en particulier, le plus souvent au sein du 
compartiment endolysosomal et la plupart de ces maladies font donc partie d’un ensemble de 
maladies dites de surcharge lysosomale. L’apparition de ces pathologies pourrait être la 
résultante, non seulement, de l’accumulation du substrat, mais également de la diminution des 
produit(s) de la réaction enzymatique concernée, voire des deux phénomènes.  
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Concernant les enzymes lysosomales du métabolisme sphingolipidique, leur 
localisation nécessite leur adressage à cet organite. Cet adressage dépend de la présence d’un 
mannose-6-phosphate, modification post-traductionelle qui a lieu au sein de l’appareil de 
Golgi via l’action successive de deux enzymes sur des oligosaccharides riches en mannose : 
l’ajout d’un groupement N-acétylglucosamine-1-phosphate puis le retrait du groupement N-
acétylglucosamine. Le mannose-6-phosphate ainsi exposé interagit avec un récepteur 
mannose-6-phosphate au niveau du trans-golgi, permettant l’adressage des enzymes vers le 
lysosome. Le déficit en N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase conduit à l’apparition 
d’une maladie génétique rare nommée I-Cell-Disease, (pour revue, Kollmann et al., 2010). 
Cette maladie est en effet caractérisée par la présence d’inclusions au sein des lysosomes, 
particulièrement enrichies en sphingolipides qui ne peuvent être dégradés en raison d’un 
défaut de mannose-6-phosphorylation et donc d’adressage de plusieurs enzymes lysosomales 
du catabolisme des sphingolipides. Les patients présentent généralement plusieurs signes 
morphologiques et psychiques, tels qu’une hépatomégalie, des dysmorphies faciales, des 
limitations articulaires, un retard psychomoteur. La maladie conduit au décès des patients au 
cours des 8 premières années de vie par complications cardiorespiratoires. Il est à noter que 
des récepteurs mannose-6-phosphate et mannose sont également exprimés à la surface 
cellulaire et permettent l’endocytose d’enzymes mannose-6-phosphorylées extracellulaires 
vers le lysosome, mécanisme mis à profit pour des enzymothérapies substitutives pour le 
traitement de certaines maladies lysosomales. Certaines enzymes, comme la 
GlucosylCéramidase, sont adressées au lysosome indépendamment de la présence d’une 
résidu mannose-6-phosphate (Reczek et al., 2007). 
 
De nombreuses pathologies sont liées à des défauts de dégradation des GSLs au sein 
du lysosome (Figure 21), seules certaines seront evoquées dans la suite de ce paragraphe. De 
nombreuses hydrolases sont responsables de la dégradation des GSLs et l’absence de l’une 
d’entre elles induit l’accumulation de son substrat respectif et peut conduire à l’apparition 
d’une pathologie de surcharge lysosomale. Par exemple, des mutations ponctuelles, ou des 
délétions du gène codant pour la GalCér !-galactosidase, provoque la maladie de Krabbe chez 
l’Homme, une leucodystrophie récessive fatale au cours de la petite enfance (Suzuki & 
Suzuki, 1970). Au niveau sphingolipidique, cette pathologie se caractérise notamment par une 
accumulation de psychosine (ou galactosyl-sphingosine), un sphingolipide normalement 
présent à l’état de traces chez l’individu sain, qui serait à l’origine des anomalies cellulaires 
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observées au cours de cette pathologie. Il existe plusieurs modèles murins de la maladie de 
Krabbe, un qui correspond strictement à la maladie génétique humaine, avec une mutation de 
la GalCér !-galactosidase, et un autre qui correspond à une mutation de la saposine A, un 
cofacteur activateur de cette enzyme. La maladie de Gaucher est la sphingolipidose liée à un 
défaut de dégradation de GSLs la plus fréquente, avec une incidence de 1/60000 par an en 
France. Elle résulte d’une déficience en glucosylcéramidase et en une accumulation de 
GlcCer au niveau lysosomal. Il est à noter que les patients atteints de la maladie de Gaucher 
ont un risque accru de développer certaines pathologies cancéreuses telles que le myélome 
multiple et des carcinomes hépatocellulaires (De Fost et al., 2006), ce qui laisse penser que 
certaines anomalies du métabolisme sphingolipidique pourraient être pro-tumorales.  
 
Des mutations homozygotes dans le gène SMPD1, qui code pour la SMase acide 
conduisent à l’apparition d’une maladie de surcharge lysosomale, la maladie de Niemann-
Pick (Brady et al., 1966). Cette maladie se caractérise par une accumulation de SM 
lysosomale dans plusieurs tissus et se traduit par des symptômes plus ou moins marqués tels 
que des atteintes neurologiques, une hépatosplénomégalie et une atteinte pulmonaire. Les 
malades présentant les différents symptômes, dont la neuropathie, souffrent d’un Niemann 
Pick de type A, avec une perte totale d’activité sphingomyélinasique acide, et décèdent 
généralement dans les trois premières années de leur vie. A l’inverse, les patients atteints de la 
forme, non neurologique, de type B, ont une activité sphingomyélinasique acide résiduelle et 
peuvent vivre jusqu’à l’âge adulte. Des souris KO pour la aSMase ont été générées. Ces 
souris présentent des atteintes nerveuses qui s’aggravent au fil du temps, une atrophie 
cérébrale, des taux de SM particulièrement élevés dans le foie et le cerveau et un poids 
corporel réduit par rapport au souris sauvages. Elles meurent prématurément à l’âge de 8 mois 
(Horinouchi et al., 1995).  
 
Des mutations du gène ASAH1, codant pour la céramidase acide, sont responsables 
d’une maladie héréditaire autosomique récessive rare : la maladie de Farber. Les patients 
atteints de cette maladie présentent généralement des atteintes neurologiques, associées à une 
hépato-splénomégalie, des vomissements, de l’arthrite et des adénopathies. Ils décèdent au 
cours de la petite enfance. Les souris KO pour ce gène meurent au cours du développement 
embryonnaire tandis que certaines cellules, notamment hépatiques, d’animaux hétérozygotes 
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présentent une accumulation de vacuoles lipidiques intracellulaires au cours du temps (Li et 
al., 2002).  
 
Concernant les enzymes de l’anabolisme sphingolipidique, des mutations ponctuelles 
du gène SPTLC1 codant pour SPT1 induisent une neuropathie héréditaire sensitive et 
autonomique de type I, maladie dominante rare (Dawkins et al., 2001 ; Bejaoui et al., 2001). 
Cette maladie est caractérisée par une dégénération progressive des neurones sensitifs, avec 
une apparition de symptômes vers 20-30 ans. Les souris KO pour ce gène ou pour SPTLC2 
meurent à l’état embryonnaire (Hojjati et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Principales maladies liées à un défaut de dégradation des sphingolipides. Les noms des 
différentes pathologies et la réaction catalytique affectée correspondante sont représentées en gras. Les 
sialidoses, pathologies résultant d’un déficit en sialidases, enzymes qui retirent les groupements d’acides 
sialiques, ne sont pas représentées ici. Cer : ceramide,  GalNAc : N-acetylglucosamine,  SA : acide sialique 
(Ginzburg et al., 2004). 
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II.3. Principaux rôles des sphingolipides dans la signalisation cellulaire. 
II. 3. 1. Introduction : divers rôles des SLs dans la signalisation cellulaire. 
 
Les sphingolipides jouent des rôles très variés, dans la prolifération, la migration, la 
différenciation, l’adhésion et la mort cellulaire. En cancérologie, certains sphingolipides, tels 
que la sphingosine-1-phophate sont considérés comme étant des onco-métabolites, en faveur 
du développement et de la progression tumorale. A l’inverse, d’autres sphingolipides tels que 
la sphingosine et le céramide sont considérés comme des anti-onco-métabolites, favorisant 
l’arrêt dans le cycle cellulaire et la mort cellulaire et s’opposant donc à la croissance tumorale.  
 
La sphingosine-1-phosphate constitue le chef de file des sphingolipides en faveur de la 
prolifération cellulaire et son rôle en tant que tel a été proposé dès le début des années 1990 
par l’équipe dirigée par Sarah Spiegel (Zhang et al., 1991). Ce lipide est synthétisé par les 
sphingosine kinases. La SK1 est activée par de nombreux facteurs de croissance tels que le 
PDGF, le VEGF, le bFGF et l’EGF, et participerait à l’effet prolifératif de certains de ces 
facteurs (Olivera & Spiegel, 1993). L’action de la S1P serait majoritairement extracellulaire, 
mais elle possèderait également des cibles intracellulaires. Ainsi, la S1P extracellulaire peut 
se lier à des récepteurs de la famille EDG (Endothelial Differentiation Gene), qui possèdent 7 
domaines transmembranaires et sont couplés à des protéines G. Il existe 5 récepteurs 
différents de la S1P. L’activation de certains de ces récepteurs favorise des voies mitogènes et 
pourrait également participer aux effets pro-migratoires de certains facteurs de croissance 
(Hobson et al., 2001). L’action oncogénique de la S1P a été notamment suggérée suite à 
l’observation selon laquelle la surexpression de la SK1 permet une stimulation de la 
croissance de cellules tumorales, à la fois in vitro et in vivo et que la SK1 pourrait permettre 
l’acquisition de propriétés cancéreuses (Xia et al., 2000). L’action physiologique de la S1P 
semble également être particulièrement importante pour promouvoir le développement 
cardio-vasculaire et l’angiogénèse, via son action sur plusieurs de ses récepteurs. Ceci a 
notamment un impact en Cancérologie, puisqu’il a été mis en évidence que la S1P pouvait 
avoir un effet pro-tumoral en favorisant l’angiogénèse tumorale. En effet, l’injection d’un 
anticorps monoclonal anti-S1P à des souris allo- ou xéno-greffées avec divers types de 
cellules tumorales permet de réduire le volume ainsi que la vascularisation des tumeurs 
(Visentin et al., 2006).  Il a par ailleurs été mis en évidence que l’hypoxie pouvait induire 
l’expression de la SK1 (Schwalm et al., 2008). Au delà de son rôle en faveur de la 
prolifération cellulaire tumorale et l’angiogénèse, la génération de S1P par la SK1 pourrait 
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aussi favoriser la résistance de cellules à la mort dépendante du céramide, et notamment en 
réponse à plusieurs molécules de chimiothérapie et au TNF (Bonhoure et al., 2008) (Cuvillier 
et al., 1996). De façon intéressante, la SK1 est elle-même dégradée de manière cathepsine B 
dépendante en réponse à certains agents endommageant l’ADN mais également en réponse au 
TNF (Taha, 2005). Il est à noter que la SK2 semble avoir un effet opposé à celui de la SK1 
vis-à-vis de la survie cellulaire. Ainsi, alors que la surexpression de la SK1 confère un 
avantage prolifératif, la surexpression de la SK2 pourrait favoriser l’apoptose cellulaire. Par 
ailleurs, l’équipe de Thierry Levade a récemment mis en évidence que des fibroblastes isolés 
d’embryons de souris déficientes en Sphingosine 1 Phosphate Lyase, qui dégrade 
irréversiblement la S1P, présentaient une croissance cellulaire accélérée ainsi qu’une capacité 
à former des clones en agar et des tumeurs chez les souris Nude accélérée par rapport à des 
fibroblastes contrôles. Cette étude suggére que la S1P Lyase joue un rôle suppresseur de 
tumeur et renforce l’idée selon laquelle la modulation des enzymes responsables du 
métabolisme de la S1P est une stratégie intéressante en thérapie anti-cancéreuse (Colie et al., 
2009). 
 
II. 3. 2. Fonction des sphingolipides dans la mort cellulaire : rôle du céramide 
dans la cytotoxicité. 
II.3.2.1 Généralités. 
 
Plusieurs arguments ont été avancés dans la littérature en faveur d’un rôle du céramide 
comme inhibiteur de la croissance cellulaire et/ou inducteur de mort cellulaire, en particulier 
d’apoptose  (Figure 22) : 
 
De nombreux signaux de stress cellulaire induisent une accumulation de céramide 
physiologique dans différents types cellulaires sensibles, mais pas dans les cellules résistantes 
à la toxicité induite par ces signaux. Ces signaux sont très divers. En effet, il peut s’agir de 
cytokines, telles que l’IL1-!, des ligands des récepteurs de mort (cf. chapitre II.3.2.2.), 
d’agents chimiothérapeutiques (tels que la daunorubicine, l’étoposide, la cytarabine), de stress 
environnementaux (tels que les radiations ionisantes, des UV), d’un choc thermique, de 
l’hypoxie, d’une privation en facteur de croissance, d’infections virales ou bactériennes. Ces 
élévations de céramide sont la résultante de la régulation d’une ou de plusieurs enzymes du 
métabolisme des sphingolipides. Elles varient en terme d’intensité et de cinétique, selon le 
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stress inducteur, le type cellulaire ainsi que la nature des enzymes du métabolisme des 
sphingolipides mises en jeu. Dans la plupart des cas, ces élévations ont lieu avant ou de façon 
concomitante à l’apparition de caractéristiques morphologiques de mort cellulaire, laissant 
supposer qu’elles puissent avoir un rôle causal dans certaines signalisations de mort.  
La synthèse de novo de céramide intervient dans la mort cellulaire induite par différents 
stimuli. Ainsi, il a initialement été mis en évidence que l’incubation de lignées cellulaires 
leucémiques avec de la daunorubicine, un agent chimiothérapeutique anti-cancéreux, induit 
une élévation de céramide attribuée à une activation de sa synthèse de novo (Bose et al., 
1995). De plus, une activation de la sérine palmitoyltransférase a également été impliquée 
dans l’apoptose induite par l’étoposide dans des cellules leucémiques humaines MOLT-4 
(Perry et al., 2000). Une activation de la synthèse de novo pourrait également être impliquée 
dans l’élévation de céramide et l’AICD de cellules B (Kroesen et al., 2001). Les SMases sont 
également activées et impliquées dans la mort cellulaire induite par divers stimuli, tels que 
certains agents chimiothérapeutiques, le choc thermique, l’ischémie/reperfusion et l’action de 
certaines cytokines. Par exemple, des études indiquent l’implication de l’activation de SMases 
acide et neutre dans la mort induite par l’irradiation, in vitro et in vivo (Santana et al., 1996 ; 
Haimovitz-Friedman et al., 1994). De façon intéressante, une absence d’activation de SMase  
neutre a été observée dans des cellules myéloides résistantes à l’irradiation (Bruno et al., 
1998). L’activation de SMases, pouvant résider ou être recrutées à la membrane plasmique, 
plus spécifiquement au sein de microdomaines riches en SM, intervient dans la génération de 
céramide en réponse à la liaison de certains ligands de récepteurs, tels que l’IL1-! (Liu & 
Anderson, 1995). La génération de céramide par l’activation d’une SMase neutre au sein des 
microdomaines a aussi été observée en réponse à certaines molécules de chimiothérapie, 
comme l’aracytidine et la daunorubicine (Grazide et al., 2002). Les SMases ont, par ailleurs, 
été impliquées dans la mort induite par les ligands des DR (cf. chapitre II.3.2.2). Le taux de 
céramide peut également être modulé par les céramidases qui le dégrade en sphingosine, 
sphingolipide favorisant la mort cellulaire. L’accumulation de céramide peut également être la 
résultante d’une inhibition de sa transformation en sphingolipides plus complexes. Ainsi, 
plusieurs arguments dans la littérature ont également mis en évidence une inhibition de 
l’activité de synthèse de SM participant à l’accumulation de céramide dans des cellules 
sensibles à certains stress (cf. chapitre II.4).  
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Les élévations de céramide et la mort cellulaire peuvent être induites en incubant les 
cellules en présence de céramides exogènes ou des analogues de céramide. Dans la majorité 
des cas, l’incubation de cellules avec des céramides exogènes, qu’il s’agisse de chaines 
courtes (C2 ou C6 classiquement) ou longues (C16, un céramide naturel), favorise une mort 
de type apoptotique. Ainsi, l’incubation de cellules Jurkat avec du C2 céramide induit une 
activation de la caspase 3 et un inhibiteur des caspases effectrices empêche l’apoptose induite 
par le C2-ceramide ou par une SMase exogène (Tepper et al., 1997). Le traitement de types 
cellulaires très divers, comme les cellules U937, une lignée de lymphome humain ou des 
cellules endothéliales cérébrales bovines par du C2-céramide induit l’apparition d’une 
fragmentation internucléosomale de l’ADN (Xu et al., 1998 ; Obeid et al., 1993). Le 
traitement de cellules de carcinome colique avec des analogues de céramide induit un 
relargage du cytochrome c et une activation des caspases conduisant à l’apoptose (Selzner et 
al., 2001). Par ailleurs, l’incubation de cellules HeLa avec du C6-céramide, qui est métabolisé 
au sein de la cellules en sphingosine, provoque une fragmentation de l’appareil de Golgi suivi 
du détachement de la cellule de son support et d’une mort par anoïkis (Hu et al., 2005). 
 
Le céramide, produit de façon endogène en réponse à certains stress, ou ajouté dans le 
milieu de culture, activerait la voie mitochondriale de l’apoptose. La mort induite par le 
céramide ou des analogues de céramide, s’accompagne en effet d’une perméabilisation de la 
membrane mitochondriale et sa cytotoxicité peut être inhibée par la surexpression de 
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou Bcl-XL (Zhang et al., 1996 ; Granot et al., 2006 ; 
Allouche et al., 1997 ; Sawada et al., 2000). De plus, des cellules carcinomateuses déficientes 
en Bax résistent à l’apoptose induite par le C2-céramide (von Haefen et al., 2002). Il a 
également été mis en évidence que le céramide pouvait avoir un effet inhibiteur sur la 
fonction mitochondriale, par exemple en inhibant des composants de la chaine respiratoire 
(Gudz et al., 1997 ; García-Ruiz et al., 1997). Par ailleurs, une étude d’expression ectopique 
d’une SMase bactérienne dans différents organites cellulaires montre que seule une SMase 
adressée à la mitochondrie induit l’apoptose des cellules MCF-7, suggérant qu’une élévation 
de céramide, qui pourrait potentiellement favoriser la translocation de Bax au sein de ce 
compartiment, est particulièrement délétère pour la cellule (Birbes et al., 2001 : Birbes et al., 
2005). Enfin, le céramide lui-même pourrait former des pores au sein de la membrane 
mitochondriale et ainsi moduler sa perméabilité (Siskind, 2005 ; Colombini, 2010).  
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 Des élévations de céramide, en réponse, ou non, à des signaux de stress cellulaires 
peuvent être régulées en modulant génétiquement ou pharmacologiquement l’activité des 
enzymes responsables de son accumulation. Par exemple, l’inhibition de la synthèse de novo 
de céramide par la fumonisine B1 est un des arguments ayant permis de mettre en évidence 
son implication dans l’apoptose induite par la daunorubicine (Bose et al., 1995), mais aussi 
par l’étoposide et l’angiotensine II. L’implication d’une SMase acide dans différentes 
signalisations de stress, notamment suite à la stimulation de CD95 (cf. chapitre II.3.2.2) a été 
largement étudiée via l’utilisation de cellules dérivées de souris KO pour la SMase acide. De 
plus, des cellules déficientes en SMase acide résistent aux radiations ionisantes (Santana & 
others, 1996) et aux UVA (Zhang, 2001). Par ailleurs, le traitement de cellules de carcinome 
colique avec le B13, un inhibiteur de céramidase, induit une élévation de céramide et leur 
mort par apoptose (Selzner et al., 2001). Concernant le rôle de la synthèse de 
glucosylcéramide et de gangliosides qui en dérivent, une partie de la littérature suggère 
qu’elle pourrait également être considérée comme un moyen de promouvoir la survie 
cellulaire. Plusieurs études concernant le glucosylcéramide se sont concentrées sur son action 
en tant que promoteur de la résistance à des molécules de chimiothérapie anti-tumorale. 
L’inhibition de l’activité de synthèse de glucosylcéramide a été montrée comme capable 
d’induire la mort de cellules MDR (Multi Drug Resistant) (Nicholson et al., 1999). Il a 
également été mis en évidence que plusieurs lignées de cellules cancéreuses de différents 
types, résistantes à la doxorubicine, présentent une augmentation d’expression et d’activité 
GCS, et que la diminution de l’expression de cette enzyme permettait de les sensibiliser à la 
mort induite par cet agent chimiothérapeutique (Liu et al., 2008). Il a par ailleurs été observé 
que des cellules leucémiques de patients chimiorésistants présentent une activité GCS 
augmentée (Itoh et al., 2003). Certaines études ont toutefois minimisé depuis l’importance de 
la conversion du céramide en glucosylcéramide dans la chimiorésistance (Veldman et al., 
2003). De plus, il est à noter que le glucosylcéramide est lui même le précurseur de nombreux 
gangliosides qui seraient également capables de moduler la chimiosensibilité. Par exemple, le 
ganglioside GM3 pourrait participer à la résistance à la doxorubicine et à l’étoposide de 
cellules carcinomateuses pulmonaires en induisant une augmentation de l’expression de Bcl-2 
(Noguchi et al., 2006). De façon intéressante, la conversion de céramide en 
glycosphingolipides pourrait aussi influencer d’autres phénomènes tels que la transition 
épithélio-mésenchymateuse, un processus clé dans l’invasion tumorale et le processus 
métastatique (Guan et al., 2009). 
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Le céramide pourrait exercer son activité cytotoxique en agissant directement sur des 
cibles protéiques, dont certaines ont été identifiées, et pourraient moduler la survie cellulaire 
en agissant dans différents organites. Il a ainsi été mis en évidence que le céramide pouvait se 
lier et activer des CAPP (Ceramide Activated Protein Phosphatases), PP1 et PP2A (Chalfant, 
2003). Par exemple, le céramide, généré par la voie de synthèse de novo, est capable d’activer 
PP1 qui déphosphoryle les protéines d’épissage SR, conduisant à une diminution des formes 
BcLXL et caspase 9b, inhibitrices d’apoptose, au profit des formes pro-apoptotiques BCLXS 
et caspase 9 (Chalfant, 2002). Le groupe de Yusuf Hannun a également montré que la 
privation en sérum dans des cellules MOLT-4 s’accompagnait d’une élévation de céramide à 
l’origine d’une déphosphorylation de pRb conduisant à un arrêt en G0/G1 (Dbaibo et al., 
1995). Le céramide pourrait également induire l’inhibition de Akt/PKB et PKC$  par 
déphosphorylation (Lee et al., 1996 ; Zhou et al., 1998).  Plusieurs autres protéines, telles que 
PKC+, KSR (Kinase Suppressor of Ras), JNK ainsi que la cathepsine D pourraient être 
activées par le céramide. Il est à noter, toutefois, que ces études n’ont pas apporté de preuve 
claire de l’existence de ce type d’interaction physique dans la cellule dans le cadre d’une 
production de céramide endogène en réponse à un stress. 
 
 Le céramide peut également induire des morts cellulaires indépendantes des caspases. 
Ainsi, le traitement de différents types cellulaires par du TNF en présence d’inhibiteur de 
caspases s’accompagne d’une élévation de céramide qui intervient dans l’induction de mort 
(Thon et al., 2005). L’incubation de cellules Jurkat avec des analogues de céramide induit une 
mort cellulaire partiellement inhibée par le zVAD fmk, suggérant que cette mort est en partie 
caspase-indépendante (Granot et al., 2006). Dans certains cas, la mort de type nécrotique 
induite par le céramide pourrait également mettre en jeu une perte de fonction mitochondriale 
(Arora et al., 1997). Le céramide pourrait également induire la macroautophagie dans 
certaines cellules (Scarlatti, 2004). Il a également été suggéré que ce lipide bioactif pouvait 
participer à l’induction de l’autophagie, puis à une mort faisant suite à ce processus, via la 
diminution d’expression de transporteurs d’acides aminés et de glucose (Guenther et al., 
2008). Ainsi, les auteurs de cette étude ont décrit que l’ajout de céramide exogène, mais 
également le traitement de cellules avec de la SMase exogène ou avec de la daunorubicine qui 
induit une élévation intra-cellulaire de céramide, résultait en une diminution de l’expression 
des transporteurs de nutriments (Guenther et al., 2008). 
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L’accumulation de céramide au sein des radeaux lipidiques peut favoriser le 
regroupement de récepteurs membranaires, tels que les DR, et ce regroupement participerait à 
l’induction de la mort cellulaire par ces récepteurs (cf. chapitre II.3.2.2). Certains agents 
chimiothérapeutiques ou stress cellulaires ont également été proposés comme induisant une 
augmentation de céramide au sein de ces microdomaines et favorisant ainsi la signalisation 
émanant de ces récepteurs, en présence ou non de leur ligand. De plus, des microdomaines 
enrichis en certains sphingolipides et glycosphingolipides, existent également au sein de 
certains organites cellulaires, notamment la mitochondrie et le RE, et pourraient donc 
également y jouer un rôle de modulation de la signalisation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.3.2.2 Rôle du céramide dans la réponse aux ligands des récepteurs de mort. 
 
Plusieurs études suggèrent l’implication d’élévation de céramide dans la mort induite 
par les ligands des DR. Elles peuvent être la résultante d’une augmentation de la synthèse de 
novo, d’une inhibition de sa dégradation, d’une activation de l’hydrolyse de sphingolipides 
complexes, ou d’une inhibition de la synthèse de ces sphingolipides. L’implication de la 
Figure 22. Principaux modes d’action du céramide.  Plusieurs signaux de stress modulent le 
métabolisme sphingolipidique et favorisent une augmentation du taux de céramide. Le céramide produit 
peut agir à différents niveaux pour induire l’apoptose ou l’arrêt dans le cycle cellulaire. CAPP : Ceramide 
Activated Protein Phosphatases. 
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synthèse de SM sera développée dans le chapitre suivant. Plusieurs enzymes peuvent donc 
être régulées de façon séquentielle ou concomitante en réponse à un même stimuli.  
L’élévation de céramide peut donc être multiphasique et avoir lieu dans des compartiments 
subcellulaires divers au sein desquels ce lipide pourrait avoir des rôles spécifiques.  
II.3.2.2.1 Rôle du céramide dans la réponse à CD95L. 
 
 Concernant CD95L, il a été mis en évidence que le traitement de lignées cellulaires 
leucémiques par un anticorps agoniste anti-CD95 induisait une hydrolyse rapide (dans les 10 
premières minutes) et transitoire de la SM en céramide par une SMase acide (Cifone et al., 
1994). Le même groupe a montré dans une lignée cellulaire de lymphome HuT78 que 
l’activation du récepteur CD95 s’accompagnait d’une élévation de céramide dans les 30 
premières minutes post-stimulation et que cette élévation était due à l’activation de SMases 
acide et neutre (Cifone et al., 1995). Dans cette étude, l’activation de la SMase acide 
nécessitait la présence du DD de CD95 alors que l’activation de la neutre avait lieu même 
dans des clones exprimant un CD95 dépourvu du DD (Cifone et al., 1995). En 2000, le 
groupe de Sarah Spiegel a observé, dans des cellules Jurkat, que CD95 induisait une 
accumulation de céramide biphasique, avec une première accumulation au cours de la 
première heure de stimulation, avant toute élévation détectable de l’activité des caspases, puis 
une seconde élévation plus tardive et soutenue, à partir de 3 heures de traitement (Cuvillier, 
2000). La même étude indique l’existence d’une accumulation de sphingosine juste après 
l’accumulation précoce de céramide. L’élévation tardive de céramide peut être inhibée en pré-
traitant les cellules avec de la fumonisine B1, un inhibiteur des céramide synthases, et ne 
semble pas être nécessaire pour l’induction d’apoptose dépendante de CD95. L’inhibition des 
caspases par le zVAD-fmk prévient les accumulations de céramide et de sphingosine, 
précoces et tardives (Cuvillier, 2000). Le groupe d’Erich Gulbins a montré que le céramide 
produit par l’activation d’une aSMase est nécessaire au clustering de CD95 (Grassme, 2001). 
Ce même groupe propose que l’activation de CD95 permettrait une première activation d’un 
pool restreint de caspase 8 qui serait suffisant à la translocation de la SMase acide au sein des 
radeaux lipidiques de la membrane plasmique. La génération de céramide sur le feuillet 
extracellulaire favoriserait le clustering de CD95, la formation du DISC et l’initiation de 
l’apoptose (Grassmé et al., 2003). Il a récemment été suggéré que cette translocation se ferait 
par un phénomène d’exocytose impliquant la protéine t-SNARE syntaxine 4 (Perrotta et al., 
2010). Par ailleurs, le groupe de Roberto Testi a mis en évidence que des lymphoblastes de 
 86 
patients atteints de la maladie de Niemann-Pick résistent à l’apoptose induite par un anti-
CD95 agoniste et que l’addition de céramide exogènes ou d’une aSMase avec un résidu 
mannose au milieu de culture permet de restaurer la sensibilité de ces cellules (De Maria et 
al., 1998). De plus, les lymphoblastes des malades n’accumulaient pas non plus de 
ganglioside GD3, un sphingolipide proposé par ce même groupe comme médiateur de la mort 
induite par le céramide et par CD95L (De Maria, 1997). Il a également été mis en évidence 
que le GM3 et le GM1 peuvent interagir avec la caspase-8 après stimulation de cellules 
lymphoblastiques CEM par un anti-CD95 agoniste et que le démantèlement des radeaux 
lipidiques riches en glycosphingolipides par la méthyl-! cyclodextrine inhibait la mort 
dépendante de CD95 (Garofalo, 2002).  
 Le rôle de la aSMase dans l’induction de mort par CD95L a toutefois été remis en 
cause. En effet, un groupe a mis en évidence que des cellules lymphoïdes de patients atteints 
de la maladie de Niemann-Pick étaient tout aussi sensibles à l’apoptose médiée par CD95 que 
les mêmes cellules corrigées pour réexprimer la aSMase. L’augmentation lente de céramide 
observée en réponse à CD95L était similaire dans les deux types de cellules, confirmant que 
cette augmentation n’était pas dépendante de la SMase acide (Cock et al., 1998). De plus, une 
étude du groupe de Thierry Levade, menée sur plusieurs lignées cellulaires issues de plusieurs 
patients atteints de la maladie de Niemann Pick de type A ou B, indique que la aSMase n’est 
pas nécessaire à la production de céramide et à l’apoptose induite par un anticorps agoniste 
anti-CD95, mais également en réponse aux anthracyclines et à l’irradiation (Bezombes et al., 
2001). Enfin, ceci a également été confirmé par une étude menée par l’équipe de Douglas 
Green, qui montre que les thymocytes ainsi que les cellules T et B activées de souris 
déficientes en aSMase présentent une sensibilité normale à la mort dépendante de CD95 (Lin 
et al., 2000). Comme l’indique cette même étude, l’importance de la aSMase pourrait 
dépendre du type cellulaire. Ainsi, les souris aSMase KO ne présentent pas d’hépatotoxicité 
en réponse à un anti-CD95 agoniste, contrairement aux souris sauvages (Lin et al., 2000).  
 
 Concernant l’éventuelle implication du GM3 et d’autres gangliosides dans la mort 
induite par CD95L, ceci reste actuellement discuté. Ainsi, alors que les travaux du groupe de 
Roberto Testi ont initialement suggéré que la production de GD3, successive à l’activation 
d’une aSMase, était nécessaire à la mort dépendante de CD95, il a récemment été montré que 
plusieurs gangliosides, et pas seulement le GD3, étaient produit en réponse à la stimulation de 
CD95 et que ce phénomène ne dépendait pas de l’activation de la aSMase (Popa et al., 2011). 
De plus, l’inhibition de la synthèse de glucosylcéramide, précurseur de nombreux 
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gangliosides, n’a pas d’impact sur cette apoptose (Popa et al., 2011). Par ailleurs, une étude 
indique que la surexpression de la GCS dans des cellules Jurkat ne permet pas de contrecarrer 
l’accumulation de céramide issu de la dégradation de la SM induite par la stimulation de 
CD95 (mais également par l’étoposide ou l’irradiation), probablement en raison d’une 
différence de localisation subcellulaire entre le lieu de génération du céramide par l’action des 
SMases et la GCS (Tepper, 2000).  
 
 L’implication d’une sphingomyélinase neutre dans l’apoptose induite par CD95L a 
également été proposée mais ceci reste controversé. Plusieurs études menées par Jannie Borst 
et Wim J Van Blitterswijk ont suggéré que l’accumulation de céramide observée dans les 
cellules sensibles était un évènement assez tardif, ayant lieu de façon concomitante à 
l’apparition de marqueurs morphologiques de l’apoptose et liée à l’activation d’une 
sphingomyélinase neutre (Tepper et al., 1995). L’accumulation tardive de céramide induite 
par CD95L serait majoritairement indépendante de l’activité des caspases effectrices mais 
dépendrait de l’activation de la caspase 8 (Tepper et al., 1997 ; Tepper et al., 1999). Ce 
groupe a suggéré que la SM, majoritairement sur le feuillet externe de la membrane 
plasmique, pourrait subir une translocation vers le feuillet interne, en parallèle à la 
translocation inverse de la phosphatidylsérine, permettant son accessibilité à une 
sphingomyélinase cytosolique (Tepper et al., 2000). La SMase neutre impliquée dans cette 
accumulation tardive de céramide n’a toutefois pas encore été clairement identifiée.  
 
 Une étude récente a mis en évidence que le facteur de transcription IRF8, dont 
l’expression est fréquemment perdue dans les cellules hématopoiétiques de patients souffrant 
de leucémie myéloide chronique, réprime la transcription de la céramidase acide (Hu et al., 
2011). Dans cette étude, la restauration de l’expression d’IRF8 réprimait donc l’expression de 
la céramidase acide induisant alors une accumulation de céramide et une sensibilité accrue à 
la mort induite par CD95L . 
II.3.2.2.2 Rôle du céramide dans la réponse à TRAIL et au TNF. 
 
Des élévations de céramide ont été observées dans des cellules sensibles, impliquant 
également plusieurs enzymes du métabolisme sphingolipidique en réponse à TRAIL. Ainsi, 
l’équipe d’Erich Gulbins a mis en évidence l’activation, dépendante de la production 
d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), d’une SMase acide en réponse à TRAIL, nécessaire 
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à la formation de plateformes enrichies en céramide qui favorisent le clustering de DR5 et 
l’induction d’apoptose dans différentes lignées cellulaires (Dumitru & Gulbins, 2006). La 
même équipe a mis en évidence la possibilité de sensibiliser des cellules à l’apoptose induite 
par TRAIL en traitant les cellules avec de la doxorubicine, mécanisme mettant en jeu 
l’activation d’une SMase acide (Dumitru et al., 2007). Par ailleurs, des cellules de métastase 
d’adénocarcinome de colon SW620, résistantes à TRAIL, peuvent être sensibilisées via 
l’ajout de céramide exogène (Voelkel-Johnson et al., 2005). Ces cellules expriment un niveau 
plus faible de Ceramide Synthase 6 que la lignée de tumeur primaire SW480 correspondante 
et une augmentation d’expression de cette enzyme dans les SW620 permet de restaurer 
l’élévation de C16-céramide ainsi que l’apoptose induite par TRAIL (White-Gilbertson et al., 
2009). De plus, la surexpression d’une céramidase acide confère une résistance à des cellules 
de fibrosarcome murin vis-à-vis de la mort caspase-indépendante induite par TRAIL (Thon et 
al., 2006).  
 
Concernant le TNF, une production de céramide a également été observée, surtout 
attribuée à l’action d’activité sphingomyélinasique. L’activation d’une SMase acide, 
potentiellement par clivage activateur par la caspase 7 au sein des endosomes, serait ainsi 
impliquée dans la mort induite par le TNF (García-Ruiz et al., 2003 ; Schwandner et al., 1998 
; Edelmann et al., 2010). La SMase neutre 2 pourrait aussi potentiellement participer à 
l’apoptose induite par le TNF (Liu et al., 1998 ; Neumeyer et al., 2006). En accord avec cette 
dernière hypothèse, la protéine adaptatrice FAN (Factor Associated with Neutral 
sphingomyelinase activation) est impliquée dans l’élévation de céramide et l’apoptose induite 
par le TNF (Adam-Klages et al., 1996 ; Ségui et al., 2001). La voie de synthèse de novo serait 
également activée en réponse au TNF (Xu et al., 1998) et la surexpression de la GCS dans des 
MCF-7 aurait un effet protecteur vis-à-vis de la mort induite par le TNF (Liu et al., 1999). Il 
semblerait ainsi que la réponse au TNF puisse être modifiée par plusieurs enzymes du 
métabolisme des sphingolipides, ce qui pourrait résulter en plusieurs phases d’augmentation 
de céramide successives (Bourteele et al., 1998) (cf. chapitre II.4.3). 
 
II.4. Les sphingomyéline synthases  
II.4.1. Structure et activité catalytique. 
 
En 2004, deux équipes ont, par des stratégies expérimentales différentes, cloné les 
gènes codant pour deux isoformes de phosphatidylcholine : céramide choline 
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phosphotransférase ou sphingomyéline synthases (Huitema et al., 2003 ; Yamaoka et al., 
2004). Les SMS1 et 2 catalysent la même réaction chimique. Il s’agit du transfert d’un 
groupement phosphorylcholine de la phosphatidylcholine sur le céramide, ce qui permet de 
générer de la SM et du diacylglycérol (Figure 23). Il est à noter que dans certains cas, les 
SMS possèderaient la capacité de catalyser la réaction inverse (Van Helvoort et al, 1994 ; 
Albi et al, 2007). 
 
La SMS1 est codée par un gène porté par le bras long du chromosome 10 (locus 
10q11.2 qui est également le locus du proto-oncogène RET) possédant au moins 24 exons 
(Rozhkova et al., 2011). Plusieurs transcrits, résultant d’épissages alternatifs, ont été détectés 
et leur présence est variable selon le tissu considéré (Rozhkova et al., 2011). Le gène codant 
pour la SMS2 est situé sur le bras long du chromosome 4 (locus 4q25). La SMS1 est une 
protéine de 413 acides aminés et la SMS2 en comprend 365. Au niveau tissulaire, ces deux 
enzymes seraient exprimées de façon ubiquitaire (Huitema et al., 2003 ; Tafesse et al., 2007). 
Toutefois, le niveau d’activité de synthèse de SM est variable selon le type cellulaire 
considéré (Kilkus et al., 2008). Au niveau subcellulaire, alors que la SMS1 est localisée au 
niveau de l’appareil de Golgi, la SMS2 est également retrouvée au niveau de la membrane 
plasmique (Huitema et al, 2004, Tani et Kuge, 2009). Cette différence majeure de localisation 
subcellulaire, malgré l’existence d’une forte identité protéique (57%), a été expliquée par la 
présence de sites de palmitoylation sur la séquence peptidique de la SMS2, permettant son 
adressage et son association à la membrane plasmique, ces sites étant absents de la séquence 
peptidique de la SMS1 (Tani et Kuge, 2009). Au niveau structurel, les SMS1 et 2 possèdent 6 
domaines transmembranaires supposés (Huitema et al, 2004). Le site catalytique, très 
conservé entre les différentes espèces (Huitema et al, 2004), est situé dans la lumière trans-
golgienne pour la SMS1 et du coté extracellulaire de la membrane plasmique pour la SMS2. 
Il est constitué de deux histidines et d’un acide aspartique (Yeang et al, 2008). Les SMS 
possèdent également un domaine SAM (pour Sterile Alpha Motif), qui pourrait participer à 
l’interaction de ces enzymes avec d’autres protéines, inconnues à ce jour. Certaines études 
suggèrent également l’existence d’une activité de synthèse de SM au niveau de l’enveloppe 
nucléaire, voire de la chromatine, suggérant soit, une localisation potentielle des SMS1 et/ou 
2 dans ces compartiments, soit l’existence d’une protéine supplémentaire possédant une 
activité sphingomyéline synthase (Albi & Magni, 1999 ; Watanabe et al., 2004).  
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Il est à noter que la SMS2 est également capable de catalyser la synthèse de DAG et 
de céramide phosphoéthanolamine à partir de céramide et de phosphatidyléthanolamine. 
L’activité phosphoethanolamine : ceramideethanolaminephosphotransferase est également 
réalisée par une troisième enzyme, la SMS-r (pour sphingomyelin synthase related protein), 
qui est localisée au niveau du RE et qui, contrairement aux SMS1 et 2, ne permet pas de 
générer de la SM in vitro. Il est à noter que  l’éthanolamine phosphoceramide peut être 
méthylé en SM (Ternes et al, JLR 2009). L’activité de la SMSr a en particulier été détectée 
dans des fractions membranaires de foie et de cerveau de rat, mais on ne connaît pas sa 
contribution réelle à la synthèse de novo de SM en général.  
 
II.4.2. Phénotypes des souris déficientes en sphingomyéline synthases. 
 
Des souris KO pour la SMS2 ont été générées. Ces animaux sont viables et ne 
présentent pas de modifications phénotypiques particulières (Hailemariam et al., 2008). Une 
étude récente indique que ces animaux sont moins enclins au développement d’une 
inflammation et d’un œdème pulmonaire induits par le LPS que des souris sauvages (Gowda 
et al., 2011). De façon intéressante, des souris SMS1 KO présentent un phénotype particulier, 
avec une mortalité néonatale accrue, une réduction du poids corporel et une masse grasse 
diminuée (Yano et al., 2010). Les ilots pancréatiques de ces souris présentent une altération 
de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Les auteurs de cette étude indiquent que ce 
défaut de sécrétion pourrait être liée à un dysfonctionnement mitochondrial au sein de ces 
cellules, dépendant d’une accumulation de ROS (espèces réactives de l’oxygène). Aucun 
animal doublement déficient pour la SMS1 et la SMS2 n’a été décrit à ce jour qui, selon des 
résultats non publiés, ne seraient pas viables. 
 
II.4.3 Régulation de l’activité sphingomyéline synthase. 
 
L’activité  de synthèse de SM par les SMS est modifiée en réponse à plusieurs signaux 
physiologiques, notamment des signaux de stress cellulaire et dans certaines conditions 
physio-pathologiques.  
 
Deux études suggèrent que l’acquisition de caractéristiques cancéreuses dans certaines 
cellules pourrait être associée à une élévation de l’activité de synthèse de SM. Une première 
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étude suggère que la transformation cellulaire peut, dans certains cas, s’accompagner d’une 
modulation de l’activité de synthèse de SM. En effet, il a été décrit que la transformation de 
fibroblastes humains pulmonaires WI38 par l’antigène T de SV40 s’accompagnait d’une 
diminution du taux de céramide et d’une élévation de l’activité SMS (Luberto & Hannun, 
1998). Il a également été mis en évidence par une équipe japonaise que des cellules HL-60 
résistantes à la doxorubicine présentaient des activités SMS et GCS significativement 
augmentées en comparaison avec les cellules contrôles. De plus, dans cette même étude, les 
auteurs ont mis en évidence que des cellules chimiorésistantes de patients atteints de 
leucémies de divers types présentaient une réduction du taux de céramide accompagnée d’une 
élévation des activités SMS et GCS (Itoh et al., 2003).  
Certaines conditions de stress cellulaires induisent à l’inverse une inhibition de 
l’activité SMS. Cette inhibition peut être un phénomène direct, impliquant une diminution de 
l’activité enzymatique des SMS elles-mêmes, et/ou étant la résultante de modification de la 
disponibilité des substrats de ces enzymes, notamment via une modulation de l’activité ou de 
la localisation de CERT.  
 
L’irradiation UVB de kératinocytes s’accompagne d’une inhibition de synthèse de la 
SM, en partie induite par une diminution de la liaison du céramide par CERT, et donc de son 
transport du RE vers l’appareil de Golgi, en raison d’une homo-trimérisation inhibitrice UVB-
induite de CERT (Charruyer et al., 2008). La fonction de CERT peut également être modulée 
par phosphorylation, ce qui module aussi l’activité de synthèse de SM. Ainsi, la 
phosphorylation de CERT diminue sa capacité de transport du céramide du RE vers l’appareil 
de Golgi. De façon surprenante, il a été mis en évidence que cette phosphorylation peut être 
induite par traitement des cellules avec une SMase bactérienne exogène, qui induit donc une 
hydrolyse de la SM du feuillet externe de la membrane plasmique, ou par de la méthyl –!*
cyclodextrine qui induit un démantèlement des radeaux lipidiques (Kumagai et al., 2007). De 
façon intéressante, il a également été mis en évidence que la phosphorylation de CERT 
pouvait être réalisée par la protéine kinase D, une protéine recrutée au niveau de l’appareil de 
Golgi de façon DAG-dépendante, ce qui pourrait ainsi constituer un mécanisme de retro-
controle négatif de synthèse de SM (Fugmann et al., 2007). Par ailleurs, des perturbations de 
la morphologie de l’appareil de Golgi induisent une inhibition de l’activité de synthèse de SM 
liée à une diminution de la localisation de CERT au niveau Golgien (Chandran & Machamer, 
2008). Des protéines Golgiennes pourraient également influencer la synthèse de SM. Par 
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exemple, une étude suggère qu’une déficience en complexe COG (Conserved Oligomeric 
Golgi complex), responsable du trafic rétrograde d’enzymes golgiennes, diminue la synthèse 
de SM en diminuant la colocalisation entre CERT et la SMS1 (Spesott, et al, 2010). 
  
Plusieurs autres stress pourraient moduler l’activité de synthèse de SM. Il a été mis en 
évidence que l’apoptose induite par le TNF dans des cellules de rhabdomyosarcome est 
précédée par une élévation multiphasique du taux de céramide dont la première phase 
(correspondant aux premières minutes post-stimulation) est à la fois associée à une 
augmentation de l’activité SMase neutre et à une inhibition des activités de synthèse de 
GlcCer et de SM (Bourteele et al., 1998). La seconde phase est associée à une élévation de 
synthèse de novo de céramide, tandis que les activité SMS et GCS augmentent pendant 
environ une heure avant de revenir à leur niveau basal avant la troisième phase 
d’augmentation de céramide. Cette dernière est associée à une élévation de l’activité SMase  
acide. Trois heures après le début de la stimulation, les activités SMS et GCS sont de nouveau 
inhibées. Cette inhibition est absente en présence de zVAD-fmk suggérant une implication 
potentielle des caspases dans ce phénomène (Bourteele et al., 1998). Une étude suggère 
également que l’activité de synthèse de SM soit modifiée en réponse à la stimulation du 
récepteur CD95. Ainsi, l’équipe de Toshiro Okazaki a mis en évidence une inhibition de 
l’activité de synthèse de SM et une activation d’une nSMase au niveau nucléaire dans des 
cellules Jurkat, accompagnées d’une accumulation de céramide et d’une induction de mort 
cellulaire, suite à leur stimulation par un anticorps agoniste anti-CD95 (Watanabe et al., 
2004). Ces phénomènes intranucléaires semblent dépendre de l’activation des caspases 
effectrices puisqu’ils sont inhibés par le DEVD-CHO, un inhibiteur des caspases effectrices. 
Toutefois, cette étude n’a pas permis de déterminer l’isoforme de SMS inhibée au sein du 
noyau ainsi que le mécanisme exact de cette inhibition.  
 
Plusieurs études montrent que le traitement de différentes cellules par photothérapie 
peut induire une inhibition de la synthèse de SM. Ainsi, le traitement de cellules Jurkat par 
photothérapie avec la phtalocyanine induit une inhibition de l’activité de synthèse de SM, et 
de GlcCer, associées à une accumulation de céramide (Separovic et al., 2007 ; Dolgachev, 
2004). Une étude a également mis en évidence que le traitement de cellules thyroïdiennes de 
rat en phase de prolifération par des UV-C en présence de thyrotropine induit une inhibition 
de l’activité de synthèse de SM, avec une accumulation de céramide et une mort cellulaire par 
apoptose (Albi et al., 2008).  
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Enfin, il a également été montré que la diminution de la concentration d’IL-2 dans le 
milieu de culture de cellules NK (Natural Killer) humaines KHYG-1 inhibait l’activité de 
synthèse de SM, ce qui s’accompagnait d’une génération de céramide et d’un effet anti-
prolifératif (Taguchi et al., 2004).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.4.4 Influence de l’activité SMS sur la survie cellulaire. 
II.4.4.1 La synthèse de sphingomyéline favorise la survie cellulaire.  
 
Fonctionnellement, les SMS1 et 2 participent d’une part à la synthèse de SM et d’autre 
part à la régulation, dans des directions opposées, des taux de céramide et de DAG. La SM est 
un sphingolipide dont la concentration augmente de la membrane nucléaire vers la membrane 
plasmique, avec une concentration plus élevée au sein du feuillet externe de la membrane 
plasmique et plus spécifiquement dans les radeaux lipidiques. Ces rafts jouent un rôle 
particulièrement important dans les événements membranaires dépendant de la liaison des 
ligands des DR (cf. chapitre II.3.2.2). La modulation de l’activité de synthèse de SM pourrait 
d’une part influencer la composition et les propriétés physiques de ces radeaux lipidiques à 
l’état basal mais également en réponse à un stimulus de stress. Par ailleurs, le céramide et le 
DAG sont deux lipides bioactifs décrits comme ayant des fonctions opposées vis-à-vis de la 
survie cellulaire. Le céramide est en effet classiquement considéré comme pro-apoptotique 
(cf. chapitre II.3.2.1) alors que le DAG favorise la prolifération cellulaire. Des modulations de 
Figure 23 : Réaction catalysée par les SMS1 et 2. Les SMS1 et 2 transfèrent un groupement 
phosphocholine de la phosphatidylcholine sur le céramide, permettant de générer du DAG et de la SM. 
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l’activité SMS pourraient donc influencer la survie cellulaire en modulant le taux de ces deux 
lipides (Hampton & Morand, 1989).  
Plusieurs études indiquent que le taux cellulaire de DAG n’est en réalité pas modifié 
par la surexpression ou la diminution de l’expression de la SMS1 ou de la SMS2. Toutefois, 
une étude montre que seul un pool de DAG au niveau de l’appareil de Golgi est régulé par la 
SMS1 et dans une moindre mesure, par la SMS2 et ne peut donc être détecté par des 
méthodes évaluant le taux de DAG cellulaire global (Villani et al., 2008). Cette étude suggère 
également que ce DAG accumulé au niveau de l’appareil de Golgi par l’activation de la 
synthèse de SM pourrait servir de plateforme de recrutement de protéines de signalisation 
comme la PKD (Protein Kinase D)/PKCµ (Villani et al., 2008). De façon intéressante, il a été 
montré que la surexpression de la PKD inhibe l’induction d’apoptose induite par CD95L 
(Trauzold et al., 2003). De plus, le DAG lui-même peut s’opposer à l’action du céramide et 
atténuer ses effets cytotoxiques (Jarvis et al., 1994).  
Différentes études indiquent que la modulation de l’expression et/ou de l’activité des 
SMS1 et/ou 2 pourraient influencer la survie cellulaire en réponse à des stress très divers. 
Ainsi, l’activité de synthèse de SM favorise la survie cellulaire alors que son inhibition aurait 
un effet anti-prolifératif. Il a en particulier été décrit que la diminution d’expression des 
SMS1 ou 2 par interférence à l’ARN dans des cellules carcinomateuses HeLa induit un arrêt 
de la prolifération cellulaire associé à une élévation du taux de céramide et à une baisse de la 
SM (Tafesse et al., 2007). Ce phénomène n’est pas reversé par ajout de SM exogène, ce qui 
suggère que le rôle des SMS ne peut dans ce cas être réduit à la simple synthèse de SM. Par 
ailleurs, la Jaspine B, un inhibiteur potentiel de la synthèse de SM induit l’apoptose de 
cellules de mélanome murines et humaines (Salma et al., 2009). Une équipe a mis en 
évidence la possibilité de moduler la sensibilité de cellules Jurkat vis-à-vis de 
photosensibilisateurs tels que la phtalocyanine 4 en modifiant l’expression de la SMS1. Ainsi, 
la surexpression de la SMS1 dans ces cellules les protège vis-à-vis de l’élévation de céramide 
et de la mort induite par ce traitement (Separovic et al., 2007). L’inhibition de l’expression de 
la SMS1 ou de la SMS2 permet à l’inverse de les resensibiliser (Separovic et al., 2008). Chez 
la levure, l’expression ectopique de la SMS1 confère une résistance vis-à-vis de plusieurs 
stress cellulaires tels que la surexpression de Bax, le peroxyde d’hydrogène, les chocs 
osmotique et thermique et l’ajout de céramide exogène (Yang et al., 2006). Par ailleurs, la 
surexpression de la SMS1 dans une lignée cellulaire d’oligodendriogliome humain diminue la 
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mort induite par la staurosporine (Kilkus et al., 2008), tandis que l’inhibition de CERT, 
protéine responsable du transport du céramide du RE vers l’appareil de Golgi, confère une 
résistance vis-à-vis du paclitaxel (Swanton et al., 2007).  
L’activité de synthèse de SM pourrait également influencer la signalisation 
dépendante de récepteurs. Ainsi, dans des cellules Jurkat stimulées par un anti-CD3 et 
exprimant de façon stable un siRNA dirigé contre la SMS1, le clustering des chaines de CD3, 
ainsi que de nombreux événements de signalisation cellulaire sous-jacents pro-prolifératifs 
sont inhibés (Jin et al., 2008). En outre, l’équipe de Toshiro Okazaki a également montré que 
le pré-traitement de cellules Jurkat avec du D609, un inhibiteur potentiel de la synthèse de 
SM induisait une augmentation de l’accumulation de céramide et de la mort cellulaire 
dépendante de CD95 dans des cellules Jurkat (Watanabe et al., 2004).  
Concernant la SMSr, le groupe de Joost C.M Holthuis a mis en évidence que cette 
enzyme pourrait participer à l’homéostasie cellulaire du céramide (Vacaru et al., 2009). En 
effet, bien que le céramide phopho éthanolamine soit présent uniquement à l’état de traces 
dans les cellules de mammifères, l’inhibition de l’activité de la SMSr induit une accumulation 
de céramide au sein du RE et à un démantèlement de l’architecture de l’appareil sécrétoire, ce 
qui pourrait avoir des conséquences drastiques sur la survie cellulaire. Les auteurs ont ainsi 
proposé que cette enzyme soit un détecteur, permettant de réguler la synthèse de novo de 
céramide. 
II.4.4.2 La synthèse de sphingomyéline favorise la mort cellulaire.  
 
Une partie de la littérature attribue un rôle pro-apoptotique à la synthèse de SM. Ainsi, 
Miyaji et ses collaborateurs ont observé qu’une déficience totale en SM dans des cellules de 
leucémie murine WR19L les rend résistantes à la mort induite par un anticorps agoniste anti-
CD95 tandis que la réexpression de la SMS1 dans ces cellules permet la formation de 
céramide au sein des rafts, augmente la formation du DISC, le clustering de CD95 dans les 
rafts, et l’activation de la cascade des caspases (Miyaji et al., 2005). Par ailleurs, une étude 
indique que la déficience totale en SM dans une lignée S49 de lymphome murin confère une 
résistance vis-à-vis de l’édelfosine, un alky-lyso-phospholipide. Les auteurs suggèrent que 
l’absence de SM induirait une modification des rafts qui inhiberait la captation de l’édelfosine 
(van der Luit et al., 2007). Le même groupe a également mis en évidence que ces cellules 
déficientes en SM résistaient à l’apoptose induite par CD95L, renforçant les observations de 
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Miyaji et al selon lesquelles la SM membranaire est indispensable à l’induction de l’apoptose 
dépendante de CD95 (van Blitterswijk et al., 2010). Ces cellules résistantes présentaient 
également un expression diminuée de la phosphatase SHIP-1 (Alderliesten et al., 2011). Le 
taux de SM influencerait également la signalisation induite par le TNF. Ainsi, l’inhibition de 
l’expression de la SMS1 dans des HEK293 inhibe le recrutement du TNFR1 au sein des rafts, 
son internalisation et l’activation sous-jacente de %F"& après stimulation par le TNF, tandis 
que la surexpression de la SMS1 ou de la SMS2 dans des cellules CHO (Chinese Hamster 
Ovary), qui s’accompagne d’une élévation d’environ 20% de SM et de 30% de DAG, favorise 
l’apoptose induite par le TNF (Ding et al., 2007).  Par ailleurs, la diminution de l’expression 
de la SMS1 ou 2 dans des macrophages diminue leur sensibilité vis-à-vis de l’apoptose 
induite par le LPS (Hailemariam et al., 2008). Par ailleurs, l’activation de %F"& induite par le 
LPS est inhibée dans des macrophages issus de souris KO pour la SMS2 (Hailemariam et al., 
2008).  
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III. Objectif général de la thèse. 
 
 
La liaison des ligands de mort sur les DR induit de multiples événements successifs ou 
concomitants : des événements membranaires (relocalisation des DR dans les rafts, clustering, 
internalisation), la formation de complexes protéiques (DISC, complexes I, II, nécrosome, 
apoptosome), l’activation de protéases (caspases, calpaïnes, cathepsines), le relargage de 
facteurs mitochondriaux (cytochrome c, AIF, endoG). Toutes ces étapes sont finement 
contrôlées et une dysrégulation de l’une ou plusieurs d’entre elles peut mener à l’émergence 
de pathologies cancéreuses ou lymphoprolifératives. L’objectif général de cette thèse est de 
clarifier le rôle de certains acteurs moléculaires de ces signalisations cytotoxiques.  
 
L’implication de la caspase 8 dans la signalisation apoptotique de CD95 est largement 
admise dans la littérature. Des données bibliographiques ainsi que certains travaux de notre 
équipe indiquent que la caspase 10 serait aussi impliquée dans l’apoptose induite par CD95L. 
A l’inverse, certains auteurs suggèrent que cette protéine n’a pas de rôle causal dans cette 
signalisation. Dans la première partie de cette thèse, nous avons cherché à réévaluer le rôle 
des caspases initiatrices 8 et 10 dans l’apoptose dépendante de CD95. Par ailleurs, nos 
résultats nous ont amené à étudier le rôle de la caspase 10 dans la mort cellulaire ayant lieu en 
présence de zVAD-fmk.  
 
Le céramide, physiologiquement accumulé en réponse à divers stress cellulaires, est 
classiquement considéré comme étant un lipide bioactif en faveur de la mort cellulaire. 
Plusieurs études indiquent que la modulation de la conversion du céramide en SM pourrait 
influencer la réponse cellulaire à des stress très divers. Trois études dans la littérature 
suggèrent que l’activité de synthèse de SM pourrait être modulée et/ou influencer la 
signalisation dépendante de CD95. Toutefois, les résultats obtenus divergent, certains auteurs  
accordant un rôle anti-apoptotique à la SMS1 et d’autres auteurs, un rôle pro-apoptotique. Par 
ailleurs, des résultats préliminaires obtenus au sein de l’équipe indiquent que l’activité de 
synthèse de SM est inhibée en réponse à CD95L. Nous avons, d’une part, cherché à 
comprendre le(s) mécanisme(s) de cette inhibition et, d’autre part, évalué l’impact de la 
modulation de l’activité de synthèse de SM sur la signalisation cytotoxique émanant des 
TRAILRs et de CD95 ou induite par certaines molécules de chimiothérapie. 
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MATERIELS ET METHODES 
I. Culture et lignées cellulaires. 
 
I-1 Cellules Jurkat. 
 
Différentes lignées leucémiques T humaines Jurkat sont utilisées : la lignée parentale 
A3 et un clone obtenu par traitement mutagène : I9-2, déficient en caspase-8 (Juo et al., 1998) 
donnée par le Dr. J. Blenis (Boston, USA). Les sous-populations I9-2a, I9-2b, I9-2c, I9-2d et 
I9-2e ont été générées au sein du laboratoire, par dilutions limites de la lignée I9-2 (Milhas et 
al., 2005). La lignée SMS1-KD exprimant de façon stable un siRNA dirigé contre la SMS1 et 
la lignée contrôle exprimant un siRNA « scramble » ont été données par le Dr. T. Okazaki 
(Tottori, Japon). Ces lignées Jurkat sont cultivées à 37°C, en atmosphère humide et en 
présence de 5% de CO2 dans du milieu RPMI 1640 (+Glutamax) (Invitrogen) contenant 10% 
de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté (Eurobio). Les lignées transfectées sont 
cultivées en présence de 0,6 mg/ml de G418. 
I-2 Cellules HeLa. 
 
Différentes lignées carcinomateuses humaines HeLa sont utilisées : la lignée parentale 
HeLa WT a été obtenue auprès de l’ATCC. La lignée contrôle pcDNA3.1 a été générée après 
transfection stable par le plasmide pcDNA3.1 puis sélection. Les lignées HeLa SMS1 et 
SMS2, qui surexpriment respectivement de façon stable la SMS1 ou la SMS2 ont été générées 
et fournies par l’équipe du Dr Holthuis (Utrecht, Pays Bas). Les lignées HeLa controle II et la 
lignée HeLa II surexprimant de façon stable la SMS1 ont été générées et fournies par le Dr. 
O. Micheau (U 866 Inserm, Dijon, France). Les différentes lignées de HeLa sont cultivées 
dans du milieu DMEM (+ Glutamax) (Gibco) contenant 10% de SVF décomplémenté. Les 
lignées pcDNA3.1 et SMS1 ont été régulièrement remise sous pression de sélection (G418 0,8 
mg/mL). Les lignées HeLa II ont été régulièrement remises sous pression de sélection 
(puromycine : 2,5 µg/mL). 
I.3 Cellules Hct116 et SW480. 
 
Les lignées Hct116 et SW480, de carcinome coliques, surexprimant (SMS1) ou non 
(cnt) la SMS1 ont été générées et fournies par le Dr O. Micheau. Elles ont régulièrement été 
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remises sous pression de sélection (puromycine : 2,5 µg/mL). Les cellules SW480 et Hct 116 
ont été cultivées à 37°C, en atmosphère humide et en présence de 5% de CO2 respectivement 
dans du milieu DMEM (+ Glutamax) (Gibco) ou RPMI 1640 (+Glutamax) (Gibco) contenant 
10% de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté (Eurobio).  
II. Transfections cellulaires. 
 
II.1 Transfections transitoires. 
 
Les lignées HeLa ont été transfectées de façon transitoire avec les plasmides 
pEGFPN1 ou contenant les gènes codant pour la caspase 8 WT étiquettée EGFP ou la caspase 
10 WT étiquetée EGFP, fournis par le Dr M. Lénardo (Bethesda, MD). Brièvement, les 
cellules HeLa WT sont ensemencées la veille en plaques 6 puits à 340 000 cellules/puits 24 
heures avant la transfection dans du DMEM 10% SVF. Le jour de la transfection, un mélange 
contenant 500 µL de milieu OPTIMEM (Gibco), 8 µg d’ADN et 20 µL de lipofectamine 2000 
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) est incubé à température ambiante pendant 20 min puis 
ajouté goutte à goute dans chaque puits contenant 2mL de milieu DMEM 10% SVF, en 
présence, ou non, de z-VAD-fmk (40 µM). 16 heures après la transfection, les cellules sont 
incubées en présence, ou non, d’1 µg /mL de CD95L pendant 16h puis analysées par 
cytométrie en flux après marquage à l’Annexine V-APC (cf. marquage cytométrie).  
 
Pour les transfections transitoires avec des siRNA dirigés contre la SMS1 ou la SMS2, 
250000 cellules sont ensemencées dans un flacon de culture T25 la veille de la transfection. 
Le jour de la transfection, 10 µL de siRNA dirigé contre l’ARNm codant pour la SMS1, la 
SMS2 ou un ARN contrôle (siRNA On target Dharmacon) sont incubés avec 20 µL de réactif 
de transfection HiPerFect (QIAGEN) et 100 µL de DMEM 0% SVF. Après 10 minutes 
d’incubation à température ambiante, ce mélange est ajouté goutte à goutte sur les cellules 
dans le flacon de culture contenant 4 mL de DMEM 10% SVF. Les analyses (western Blot, 
test de viabilité) sont réalisées 72h après la transfection.  
 
II.2 Transfections stables. 
 
 Pour les transfections stables de cellules HeLa avec les plasmides pcDNA3.1 
(Invitrogen) ou contenant le gène codant pour la caspase 10 WT étiquetée EGFP, la 
transfection a été réalisée en utilisant de la lipofectamine 2000 comme décrit ci-dessus. Les 
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cellules ont ensuite été cultivées en présence de G418 à 0,8 mg/mL (dose évaluée comme 
létale pour les cellules non transfectées). Pour les cellules exprimant la caspase 10 étiquetée 
EGFP, une étape supplémentaire de tri cellulaire a été réalisée avec un trieur de cellules 
FACSARIA -SORP pour générer deux sous populations : les Casp10+, surexprimant de façon 
stable la caspase 10 étiquetée EGFP et la lignée contrôle Casp10-, ne surexprimant pas la 
caspase 10 mais résistantes au G418. Les différentes lignées ont été cultivées en présence de 
G418 à 0,8 mg/mL. 
 
III. Génération des cellules HeLa, Hct116 et SW480 surexprimant 
la SMS1 de façon stable. 
 
Les lignées HeLa, SW480 et HCT116 sur-exprimant ou non SMS1 ont été obtenues 
par infection rétrovirale réalisée par l’équipe du Dr Olivier Micheau, suivant le protocole qui 
suit. L’étape de clonage initiale permettant d’obtenir le plasmide pMSCV-p-SMS1-VSV à 
partir du plasmide pcDNA3 SMS1-V5 His (obtenu auprès du Dr Holthuis) a également été 
réalisée par cette équipe. Les virus permettant d’infecter ces lignées cellulaires ont été 
produits dans les cellules 293-GP2 (Clonetech) par co-transfection du plasmide pMSCV-p-
SMS1-VSV contenant l’ADNc de SMS1, du vecteur pVSVG codant pour la protéine virale 
de la stomatite vésiculeuse. Douze heures après transfection, les cellules sont lavées et placées 
pendant 12 h dans du milieu DMEM 10 % SVF contenant 50 !M de Butyrate de Sodium puis 
remises en milieu DMEM 10 % SVF. Après 48 h de production virale, les surnageants de 
cultures sont collectés et passés sur un filtre d’acétate de cellulose 45 !m. Les cellules cibles 
sont ensuite placées en présence de ces surnageants viraux pendant 12 h en présence de 8 
!g/mL de polybrène. Un deuxième cycle d’infection est réalisé 24 h plus tard. Après 48 h de 
culture, les cellules cibles sont sélectionnées en présence de 2,5 !g/mL de puromycine 
(Sigma-Aldrich). 
IV. Source de FasL et de TRAIL. 
 
 Du FasL humain recombinant (Abcys) a été utilisé pour induire l’activation du 
récepteur Fas et pour évaluer la toxicité des différents surnageants de culture contenant les 
différentes formes de FasL produits dans le laboratoire. Alternativement, des surnageants de 
culture de cellules neuronales murines de type Neuro-2A surexprimant et sécrétant du FasL 
murin (Neuro2A-FasL) ont été utilisés comme source de FasL (Shimizu et al., 1999). Les 
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cellules Neuro2A transfectées, ou non, par un plasmide codant pour FasL sont cultivées dans 
du milieu RPMI 10% SVF. A confluence, les surnageants de culture sont prélevés, filtrés (0,2 
!m) et stockés à -20°C. Alternativement, des surnageants de culture de cellules COS 
transfectées avec un plasmide codant pour IgFasL, une forme de FasL dodécamérique, selon 
un protocole mis au point par l’équipe du Dr Patrick Legembre (EA-4427, SeRAIC, Rennes). 
Les surnageants de culture sont prélevés, filtrés (0,2 !m) et stockés à -20°C. Pour les 
différents FasL produits, des dilutions géométriques de raison 2 de ces surnageants sont 
effectuées dans du RPMI 10% SVF, pour évaluer la cytotoxicité sur des cellules Jurkat en 
comparaison avec une gamme de FasL commercialisé (Abcys). 
 
 Du TRAIL recombinant humain a été utilisé pour induire l’activation des TRAILRs 
(Peprotech). Alternativement, du TRAIL étiqueté Histidine (His-TRAIL), produit et fourni 
par l’équipe du Dr Olivier Micheau a été utilisé. 
V. Western Blot. 
 
V.1. Préparation des extraits protéiques.  
 
 Les culots cellulaires (1 à 10 millions de cellules) sont repris dans 50 à 200 !L de 
tampon de lyse (10 mM Hepes-KOH pH 7,4 ; 42 mM KCl ; 5 mM MgCl2, 1 mM DTT ; 0,5% 
CHAPS ; 1 mM PMSF ; 2 µg/mL leupeptine). Après une brève sonication et une 
centrifugation (10000 rpm, 10 min, à 4°C), les surnageants sont récupérés et les extraits 
protéiques sont dosés par la technique de Bradford (Biorad). 15 à 50 µg de protéines sont 
dénaturés par chauffage à 95°C  dans du tampon de charge contenant du DTT, du SDS, du 
glycérol et du bleu de bromophénol puis sont analysés par Western blot.  
 
V.2. Migration électrophorétique des extraits protéiques. 
 
 Les échantillons sont déposés sur gel SDS-PAGE (12,5% à 15% de poly-acrylamide). 
Après migration, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose. La 
membrane est incubée dans une solution de saturation (TBS (Tris Buffered Saline)-Tween 
0,1%, lait 5%), pendant 1h à température ambiante. La membrane est ensuite incubée à 4°C 
sur la nuit avec l’anticorps primaire. Puis, après plusieurs étapes de lavage dans du TBS (Tris 
Buffered Saline)-Tween 0,1%, la membrane est incubée pendant 1h à température ambiante 
avec l’anticorps secondaire (anti-IgG de lapin ou de souris couplés HRP, Cell Signaling) dilué 
 102 
au 1/3000 dans la solution de saturation. Après plusieurs étapes de lavage (TBS-Tween 
0,1%), la révélation est réalisée par chimiluminescence (SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). 
VII. Test de viabilité cellulaire. 
 
 Les cellules Jurkat sont ensemencées (1 million/mL) dans du RPMI 10% SVF en 
présence, ou non, de différentes concentrations de cytokines pour les temps indiqués. 100 µL 
de suspension cellulaire ont été déposés dans chaque puits d’une plaque 96 puits pour une 
incubation à 37°C. Chaque condition est systématiquement testée en triple. Le MTT (ou 
Bromure de 3(4,5- diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium) (Euromedex) est ajouté 
dans le milieu de culture à une concentration finale de 500 µg/mL pendant les 2 dernières 
heures d’incubation à 37°C. Après dissolution des cristaux de formazan formés dans 100 µL 
d’une solution de solubilisation (HCl 0.01N et SDS 10%) sur la nuit à 37°C, une lecture 
spectrophotométrique à 560 nm est réalisée. Les densités optiques obtenues sont directement 
proportionnelles au nombre de cellules vivantes. L'effet cytotoxique des cytokines a été 
calculé par le pourcentage de viabilité après traitement par les cytokines, par rapport au 100% 
correspondant aux cellules incubées en absence de cytokines. Pour les cellules adhérentes, 
l’ensemencement a eu lieu la veille, dans des plaques de 24 puits, à 25000 cellules /puits, dans 
1 mL de DMEM (ou RPMI) 10% SVF ou dans des plaques 96 puits, à 5000 cellules dans 100 
uL de milieu. Le jour de l’expérience, le milieu a été remplacé par du DMEM 10% SVF en 
présence, ou non, de différentes concentrations de cytokines ou de molécules de 
chimothérapie. Chaque condition a été testée en triple. Comme pour les cellules Jurkat, le 
MTT a été ajouté 2 h avant l’arrêt de la culture. Le milieu a été retiré et la solubilisation a été 
faite par ajout de 1 mL de DMSO (ou 100 uL pour les expériences en plaque 96 puits). La 
lecture et l’analyse des résultats ont été réalisées comme précédemment. 
VIII. Tests d’apoptose. 
 
VIII.1. Analyse morphologique. 
 
Pour les analyses de la morphologie nucléaire seule, les cellules adhérentes sont 
ensemencées en plaque 24 ou 6 puits sur des lamelles de verre la veille et traitées ou non avec 
l’agent cytotoxique souhaité le jour de l’expérience. Les cellules Jurkat sont ensemencées et 
traitées sur des lames polylysine (VWR). A la fin de l’incubation, les cellules sont rincées 
avec du PBS puis incubées 15 min avec une solution froide de PBS (Phosphate Buffer Saline) 
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contenant 4% de paraformaldéhyde, solution au pH ajusté à 7,4, à température ambiante. Elles 
sont ensuite rincées puis incubées avec du PBS contenant du Triton X100 (Sigma-Aldrich) 
0,1%, pendant 15 min à température ambiante. Les cellules sont rincées puis incubées 5 min 
en présence de PBS contenant 4 µg/mL de DAPI (Sigma-Aldrich), à température ambiante. 
Les lamelles sont ensuite montées sur des lames avec du milieu de montage Pro Long Gold 
anti fade (Invitrogen) et conservées à 4°C avant observation au microscope. 
 
 Pour analyser la perméabilisation de la membrane plasmique et la morphologie 
nucléaire dans la même expérience, après incubation, ou non, avec l’agent cytotoxique testé, 
les cellules sont incubées pendant 15 min à 37°C et à l’obscurité en présence de 2 !g/ml 
d’iodure de propidium (Sigma-Aldrich) qui marque uniquement l’ADN des cellules 
présentant une perméabilisation de la membrane plasmique (caractéristique des cellules en 
nécrose primaire ou en nécrose post-apoptotique) et 2,5 !M de Syto13 (Molecular Probes), 
une sonde perméante qui fixe les acides nucléiques, et qui colore donc le noyau et le 
cytoplasme des cellules. Les cellules sont ensuite observées au microscope à fluorescence 
inversé et la morphologie est évaluée pour 300 cellules par condition, en distinguant : les 
cellules viables qui présentent un marquage au Syto13 avec un noyau sans modification 
morphologique ; les cellules en apoptose : marquées au Syto13 avec un noyau condensées ou 
fragmentés ; les cellules en nécrose : cellules IP positives.  
 
VIII.2 Analyse du relargage du cytochrome c. 
  
 Après traitement en présence, ou non, de l’agent cytotoxique testé, les cellules sont 
fixées et perméabilisées selon le protocole décrit ci-dessus. Une étape de saturation est 
réalisée en incubant les cellules pendant 30 min en présence de PBS 10% SVF à température 
ambiante. Les cellules sont ensuite incubées en présence d’un anticorps anti-cytochrome c, 
clone 6H2.B4, (BD Biosciences), dilué au 1/500 dans du PBS, pendant une heure à 
température ambiante. Les cellules sont rincées au PBS 3 fois puis incubées avec un anticorps 
secondaire anti-IgG de souris couplé Alexa 488 (Invitrogen) dilué au 1/500° pendant une 
heure à température ambiante. Les cellules sont ensuite rincées, marquées au DAPI (cf. ci-
dessus) et les lamelles sont montées comme décrit précédemment. Le pourcentage de cellules 
présentant un relargage du cytochrome c est évalué par observation et comptage d’au moins 
300 cellules par condition, en distinguant les cellules présentant un réseau mitochondrial 
clairement défini des cellules présentant un marquage diffus du cytochrome c. 
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VIII.3. Analyse de l’externalisation des phosphatidylsérines et de la 
perméabilisation de la membrane plasmique par cytométrie de flux. 
 
 Une évaluation du type de mort cellulaire est réalisée après marquage des cellules par 
l’Annexine V-FITC (ou APC) et l’iodure de propidium (IP) (Immunotech Beckman Coulter). 
Les cellules sont centrifugées et incubées 10 minutes à 4°C en présence d’Annexine-V-FITC 
(ou APC) (250 ng/ml) et d’IP (50 ng/ml) avant d’être analysées par cytométrie en flux, en 
analysant au minimum 10000 événements. Le pourcentage de cellules apoptotiques qui 
présentent une externalisation des phosphatidylsérines, marquées par l’Annexine-V-FITC (ou 
APC), ainsi que la proportion de cellules nécrosées, marquées par l’IP, sont évalués. Les 
cellules nécrosées peuvent aussi être marquées par l’Annexine-V-FITC (ou APC). Ainsi, les 
cellules apoptosées sont Annexine-V + et IP-  tandis que les cellules nécrosées (nécrose 
primaire ou nécrose post-apoptotique) sont Annexine V+ ou – et  IP+. 
 
VIII.4. Essais in vitro : évaluation du clivage de la SMS1 par les caspases. 
 
 200 µg d’extraits protéiques (réalisés selon le protocole décrit en V.1) de cellules 
HeLa surexprimant la SMS1 ont été incubées avec 3U de caspase recombinante (Abcys) 
pendant 90 minutes à 37°C. Alternativement, 100 ng de SMS1 recombinante taguée GST 
(Abnova) sont incubées pendant 90 minutes à 37°C avec 3U de caspases recombinantes 
actives dans du tampon de lyse (cf. V.1). La réaction est ensuite arrêtée en plaçant les 
échantillons dans de l’azote liquide, puis un western blot est réalisé sur 50 µg d’extraits 
protéiques de HeLa SMS1 dans le premier cas, et sur la totalité de l’échantillon dans le 
second cas. 
IX. Analyse des sphingolipides et de leur métabolisme. 
IX.1. Extraction lipidique selon la méthode de Folch. 
 
 Les culots cellulaires sont repris dans 200 µL d’eau distillée puis, après une brève 
sonication, 850 µL de chloroforme/méthanol (2 : 1, v/v) sont ajoutés pour procéder à une 
extraction lipidique. Après avoir vortexé les tubes, une centrifugation (1000 x g, 10 min) est 
réalisée afin de séparer les phases hydrophobes et aqueuses. La phase hydrophobe, contenant 
les lipides, est évaporée sous azote.  
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IX.2. Dosage du céramide et du DAG (méthode utilisant la DAG kinase). 
 
 Le principe de la méthode repose sur la capacité de la DAG kinase à phosphoryler le 
DAG et le céramide respectivement en acide phosphatidique et en céramide-1-phosphate. Les 
extraits lipidiques sont solubilisés par 40 !l de solution détergente (di-oléoyl-phosphatidyl-
glycérol/octyl-"-glucoside), vortexés, soniqués et incubés en présence de DAG Kinase 
d’E.coli (isolée à partir de bactéries fournies par les Drs. D. Perry et Y.A. Hannun 
(Charleston, SC)) et d’ATP#P32 (Perkin-Elmer) à température ambiante pendant 30 minutes. 
La même procédure est réalisée pour établir une gamme de céramide et de DAG. La réaction 
est stoppée par l’addition de 250 !l d’eau contenant 1% d’acide perchlorique, 400 !l de 
chloroforme et 400 !l de méthanol. Une centrifugation à 2500 rpm pendant 10 minutes 
permet d’isoler la phase inférieure contenant le céramide-1-phosphate et l’acide 
phosphatidique. La phase inférieure est ensuite évaporée sous azote puis solubilisée par 40 !l 
de chloroforme/méthanol (2:1, v/v). 20 !l de cet extrait sont séparés sur une plaque de silice 
dans un système de migration contenant chloroforme/acétone/méthanol/acide acétique/eau 
(50:20:15:10:5, v/v/v/v/v). Les bandes correspondant au céramide-1-phosphate et à l’acide 
phosphatidique sont révélées par autoradiographie, grattées et comptées par scintillation. 
 
IX.3. Dosage de la sphingomyéline. 
 
 Les cellules HeLa, ensemencées à 500000 cellules par T25, sont incubées en présence 
de [3H]-choline (1!Ci/ml) (PerkinElmer) pendant 48  heures pour permettre le marquage de 
la SM et des PC à l’équilibre. Elles sont ensuite incubées, ou non, en présence de 100 mU/mL 
de SMase bactérienne (Sigma). La SM et les PC radiomarqués sont ensuite séparés par 
méthanolyse alcaline. Il est à noter que la SM n’est pas hydrolysée dans ces conditions, 
contrairement aux PC. Ainsi, après extraction lipidique (cf. chapitre IX.1), les résidus 
lipidiques sont solubilisés dans 84!l de chloroforme et 84!l de soude méthanolique 0,5 M. Le 
mélange est incubé à 37°C pendant 2 heures sous agitation et la réaction de méthanolyse est 
arrêtée par l’ajout de 84!l d’acide chlorhydrique méthanolique (HCl 0,5 M), 144 !l d’eau, 
284 !l de chloroforme et 167 !l de chloroforme/méthanol (2 :1, v/v). Après mélange et 
centrifugation à 2500 rpm pendant 10 minutes, la phase supérieure contenant la 
glycérophosphocholine marquée est comptée par scintillation. La phase inférieure contenant 
la SM radioactive est lavée trois fois par une phase supérieure synthétique constituée de 
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chloroforme/méthanol/eau (3 :48 :47, v/v/v), avant d’être évaporée sous azote et comptée par 
scintillation liquide. 
 
IX.4. Test d’activité in situ et in vitro SMS GCS. 
IX.4.1. Mesure de l’activité SMS in situ : 
 
 Les activités de la SMS et GCS sont évaluées en culture par la quantification de la 
conversion de C6-NBD-Céramide respectivement en C6-NBD-SM et C6-NBD-GlcCer. La 
quantité de C6-NBD-céramide converti en C6-NBD-SM et en C6-NBD-GlcCer est 
respectivement proportionnelle aux activités SMS et GCS. Les cellules sont ensemencées la 
veille (cellules adhérentes) ou le jour même (Jurkat) à 1 million de cellules par T25 (cellules 
adhérentes) ou à 2 millions de cellules par puits de plaque 6 puits (Jurkat). Le jour de 
l’expérience, les cellules sont cultivées dans leur milieu de culture classique dépourvu de SVF 
en présence de 2,5 !M de C6-NBD-Céramide (Invitrogen), un analogue fluorescent du 
céramide, pendant 2 heures à 37°C. Les cellules ont été récupérées par centrifugation (500 x 
g, 3 min). Puis on réalise une extraction lipidique selon la méthode de Folch (cf. IX.1). Le 
résidu lipidique ainsi obtenu est solubilisé dans 30 !L de chloroforme/méthanol (1 : 1, v/v) et 
les lipides sont séparés par chromatographie sur couche mince. La migration est effectuée 
dans le mélange chloroforme/méthanol/ammoniaque (70 : 30 : 5, v/v/v). Après révélation sous 
UV, les bandes correspondantes au C6-NBD-céramide et à la C6-NBD-SM sont solubilisées 
dans 2 mL de chloroforme/méthanol (1 : 1, v/v) sur la nuit. La quantification est réalisée par 
spectrofluorimétrie ($ excitation = 470 nm ; $ émission = 530 nm). 
IX.4.2. Mesure de l’activité SMS in vitro :  
 
Des culots cellulaires sont réalisés puis repris dans 200 µL d’eau distillée. Après une 
sonication brève, les protéines sont dosées par la technique de Bradford (Biorad). 100 µg de 
protéines sont repris dans un volume final de 250 µL avec du tampon de réaction (MgCl2 (5 
mM), MnCl2 (5 mM), EDTA (1 mM), HEPES (50 mM)). Le mélange est incubé pendant 1 h à 
37°C en présence de 250 µL de liposomes contenant 400 µM de PC (Sigma) et 20 µM de C6- 
NBD-céramide. La réaction est stoppée par ajout de 2,5 mL de chloroforme/méthanol (2 :1, 
v/v). Après centrifugation (1000 x g, 10 min), la phase hydrophobe est récupérée et évaporée 
sous azote, puis le même protocole que pour le dosage de l’activité SMS in situ, est réalisé. 
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X Immunocytofluorescence  et microscopie confocale : analyse de 
la localisation des SMS. 
 
Les cellules HeLa, surexprimant, ou non, la SMS1, sont ensemencées la veille du jour 
de traitement sur des lamelles de verre en plaque 6 puits, à 400 000 cellules/puits. Le jour de 
l’expérience, les cellules sont pré-traitées en présence, ou non, de 40 µM de zVAD-fmk 
pendant une heure, puis incubées pendant 8h en présence, ou non, de 125 ng/mL de FasL. Les 
cellules sont ensuite fixées et perméabilisées selon le protocole décrit précédemment. Pour les 
cellules HeLa SMS1, elles sont ensuite incubées successivement en présence des anticorps 
suivant pendant une heure à température ambiante : anticorps primaire anti-GM130, généré 
chez la chèvre, (Santa Cruz Biotechnology) dilué au 1/50 dans du PBS ; anticorps secondaire 
anti-IgG de chèvre, généré chez l’âne, couplé Alexa 488 (Invitrogen) et dilué au 1/500 dans 
du PBS ; anticorps primaire anti-V5 (Invitrogen), généré chez la souris, dilué au 1/200 dans 
du PBS ; anticorps secondaire anti-IgG de souris généré chez la chèvre couplé Alexa 633 
(Invitrogen). Alternativement, les cellules HeLa SMS1 ou HeLa cnt (pcDNA3.1) sont 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre la SMS1 (Exalpha) dilué au 1/50, généré 
chez le lapin et un anticorps secondaire anti-IgG de lapin généré chez le poulet et couplé 
Alexa 647 (Invitrogen). Chaque étape d’incubation est suivie de trois lavages avec du PBS. 
Les cellules sont ensuite incubées avec du DAPI, comme décrit précédemment, et les lamelles 
sont montées sur des lames. L’observation est réalisée au microscope confocal Zeiss 510 avec 
un objectif à huile X 63. 
XI. Test de clonogénicité en agar. 
 
Les tests de clonogénicité en agar sont réalisés dans des plaques 6 puits. La veille de 
l’ensemencement cellulaire, une première couche de 2 mL milieu de culture adéquat (RPMI 
ou DMEM) contenant 10% de SVF, de la penicilline, de la streptomycine (Gibco) et 0,6% 
d’agar (Sigma) est préparée et les plaques sont conservés à 4°C. Le jour de l’ensemencement, 
2 ml de milieu contenant 10% de SVF, 0,3% d’agar, de la pénicilline, de la streptomycine, la 
concentration voulue d’His-TRAIL et 5000 cellules sont déposés sur la première couche 
d’agar. Les plaques sont incubées à 37°C sous 5% de CO2 et 1 mL de milieu contenant, ou 
non, TRAIL, a été ajouté une fois par semaine. Au bout de 15 jours, les colonies ont été 
marquées en ajoutant 100 µL d’une solution de MTT, photographiées et la totalité des 
colonies marquées a ensuite été comptée.  
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XII. Anticorps utilisés. 
 
 
Pour les expériences de western blot : Les anticorps suivant ont été utilisés , dilués en 
TBS-T 0,1%, lait ou BSA (Albumine de sérum bovin) 5%, selon les recommandations du 
fabricant : Anti-!-actin (généré chez le lapin : polyclonal, Cell Signalling, 1/1000, ou, généré 
chez la souris : clone AC-15, Sigma-Aldrich, 5 µg/mL), anti-SMS1 dirigé contre un peptide 
derivé de la SMS1 (généré chez le lapin : polyclonal, Exalpha-Servibio, 1/500), anti-caspase-
2 (généré chez la souris : clone C2, Cell Signaling, 1/1000), anti-caspase 3 (généré chez le 
lapin : clone 8G10, Cell Signaling, 1/1000), anti-caspase-7 (généré chez le lapin : polyclonal, 
Cell Signaling, 1/1000), anti-caspase 8 (Cell Signalling, 1C12, généré chez la souris, 1/1000, 
ou , Alexis, C15, généré chez la souris, 1/5000), anti-caspase 9 (généré chez le lapin : 
polyclonal, Cell Signalling, 1/1000), anti-caspase-10 (généré chez la souris : clone 4C1, 
1!g/ml, MBL), anti-FADD (généré chez la souris : clone A66-2, 0,5 !g/ml, BD Biosciences), 
anti-PARP (généré chez le lapin : polyclonal, Cell Signaling, 1/1000), anticorps secondaires 
anti-immunoglobulines de souris ou de lapin couplées HRP (Horse Radish Peroxydase), Cell 
Signaling, 1/3000). 
 
Pour les expériences de microscopie : Anti-SMS1 dirigé contre la protéine 
recombinante pleine taille (Exalpha-Servibio, 1/500), anti-GM130 (Santa Cruz 
Biotechnology-Tebu, 1/50), anti-V5 monoclonal (Invitrogen, 1/200), anti-cytochrome c (BD 
Biosciences, 1/500), anticorps secondaires anti-IgG de souris ou de lapin couplés Alexa 488, 
633 ou 647 (Invitrogen, 1/500). 
 
!
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RESULTATS 
I. Article 1 : La mort caspase-10 dépendante induite par CD95L 
n’est pas inhibée par l’inhibiteur des caspases zVAD-fmk. 
 
I.1. Contexte de l’article 1 : 
 
CD95L peut induire plusieurs types de mort cellulaires, apoptotique et caspase-
dépendante, nécrotique et classiquement considérée comme indépendante des caspases, des 
morts avec des caractéristiques de nécrose et d’apoptose dont la dépendance vis-à-vis de 
l’activité des caspases n’est pas clairement définie, voire une mort faisant suite à un processus 
d’autophagie (cf. chapitres I.2 et I.3 de la revue générale).  
La mort apoptotique est initiée par la formation du DISC, complexe protéique recruté 
au niveau du récepteur CD95 de façon précoce et comprenant la protéine adaptatrice FADD, 
nécessaire pour l’induction de la signalisation apoptotique, l’inhibiteur c-FLIP ainsi que les 
caspases 8, 10 et 2. Plusieurs études rapportent l’existence d’une mort dépendante de CD95 
en présence de zVAD-fmk, un inhibiteur à large spectre des caspases, ou dans des cellules 
déficientes en caspase 8. Cette mort dite « indépendante des caspases » impliquerait FADD 
ainsi que la protéine RIP1 (Matsumura et al., 2000 ; Holler et al., 2000). Alors que le rôle de 
la caspase 8 en temps que caspase initiatrice dans la signalisation apoptotique de CD95 a été 
largement décrit et semble définitivement admis, l’importance de la caspase 10 dans ce 
phénomène reste controversée (cf. chapitre I.2.3.2.1 de la revue générale).  
 
 Des clones de cellules Jurkat déficientes en caspase 8 et exprimant différents niveaux 
de caspase 10 ont été obtenus au sein de l’équipe par dilution limite à partir de la population 
I9-2 , déficiente en caspase 8 (Juo et al., 1998 ; Milhas et al., 2005). Il est à noter que les 
différents clones générés au sein de l’équipe et les cellules parentales A3 expriment des 
niveaux comparables de protéines FADD et RIP1. En 2005, cet outil a permis de mettre en 
évidence que la caspase 10 semble capable de cliver Bid (Milhas et al., 2005). Par ailleurs, il 
a été observé que le niveau d’expression de la caspase 10 endogène dans ces différents clones 
était corrélé à leur niveau de sensibilité à CD95L, suggérant ainsi que, contrairement à 
certaines données de la littérature, la caspase 10 pouvait bel et bien se substituer à la caspase 8 
dans la signalisation apoptotique classique induite par CD95L (Milhas et al., 2005).  
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Nous avons cherché d’un part, à étudier le rôle de la caspase 10 dans l’apoptose 
dépendante de CD95 par une stratégie différente et d’autre part à évaluer l’implication de 
cette caspase dans la mort induite par CD95L en présence de zVAD-fmk. Pour cela, nous 
avons utilisé deux outils cellulaires différents : les clones dérivés de la population I9-2 
précédemment caractérisés,  et en particulier le clone I9-2e doublement déficient en caspase 8 
et 10. Ces cellules ont été transfectées de façon transitoire pour réexprimer ces caspases. 
D’autres part, nous avons identifié des cellules HeLa n’exprimant pas la caspase 10 endogène. 
Les cellules HeLa ont également été transfectées de façon transitoire pour induire une 
expression forte de la caspase 10, mais également de façon stable pour réexprimer la caspase 
10 à un niveau faible. Toutes les expériences ont été réalisées avec du CD95L membranaire 
murin issu de surnageant de cellules Neuro2AFasL ou avec du CD95L dodécamérique 
(IgFasL) dont l’effet sur les différentes étapes de la signalisation de CD95 est comparable à 
celui d’un CD95L membranaire (cf. matériels et méthodes). 
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Background: Upon CD95/Fas ligation, the initiator caspase-8 is known to activate effector caspases leading to apoptosis. In
the presence of zVAD-fmk, a broad-spectrum caspase inhibitor, Fas engagement can also trigger an alternative, non-
apoptotic caspase-independent form of cell death, which is initiated by RIP1. Controversy exists as to the ability of caspase-
10 to mediate cell death in response to FasL (CD95L or CD178). Herein, the role of caspase-10 in FasL-induced cell death has
been re-evaluated.
Methodology and Principal Findings: The present study shows that FasL-induced cell death was completely impaired in
caspase-8- and caspase-10-doubly deficient (I9-2e) Jurkat leukaemia T-cell lines. Over-expressing of either caspase-8 or
caspase-10 in I9-2e cells triggered cell death and restored sensitivity to FasL, further arguing for a role of both initiator
caspases in Fas apoptotic signalling. In the presence of zVAD-fmk, FasL triggered an alternative form of cell death similarly in
wild-type (A3) and in caspase-8-deficient Jurkat cells expressing endogenous caspase-10 (clone I9-2d). Cell death initiated
by Fas stimulation in the presence of zVAD-fmk was abrogated in I9-2e cells as well as in HeLa cells, which did not express
endogenous caspase-10, indicating that caspase-10 somewhat participates in this alternative form of cell death.
Noteworthy, ectopic expression of caspase-10 in I9-2e and HeLa cells restored the ability of FasL to trigger cell death in the
presence of zVAD-fmk. As a matter of fact, FasL-triggered caspase-10 processing still occurred in the presence of zVAD-fmk.
Conclusions and Significance: Altogether, these data provide genetic evidence for the involvement of initiator caspase-10
in FasL-induced cell death and indicate that zVAD-fmk does not abrogate caspase-10 processing and cytotoxicity in Fas
signalling. Our study also questions the existence of an alternative caspase-independent cell death pathway in Fas
signalling.
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Introduction
Fas (CD95 or Apo-1) is a member of the TNF (tumour necrosis
factor) receptor superfamily. Fas plays a crucial function in the
regulation of T-cell homeostasis as illustrated by the development
of an autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) in
patients carrying gene mutations affecting Fas signalling [1,2,3].
Upon FasL (CD95L or CD178) challenge, the adaptor protein
FADD (Fas-associated protein with death domain) is recruited to
the Fas death domain [4]. FADD next interacts with caspase-8 [5]
and -10 [6] to form the death-inducing signalling complex (DISC).
Oligomerization of caspase-8 and -10 at the DISC level is
responsible for the activation of the caspase cascade leading to
apoptosis [5,6]. Caspase-8 and -10 cleave and activate effector
caspase-3 and -7 [7,8,9], which in turn specifically cleave and
inactivate a variety of substrates essential for survival leading to
apoptosis [10]. Initiator caspases can trigger an alternative route of
cell death involving mitochondria. This pathway requires the
cleavage of Bid (Bcl-2 interacting domain), a pro-apoptotic
member of the Bcl-2 superfamily [11,12,13,14]. FasL has also
been reported to activate a caspase-independent cell death
pathway, leading to necrosis rather than apoptosis [15,16]. This
alternative pathway involves FADD and the kinase activity of RIP
(receptor-interacting protein), which is recruited to the Fas
receptor [15,16].
Caspase-8 and -10 can display non-apoptotic functions in cell
signalling [17]. Moreover, initiator caspase-8 and -10 have been
previously reported to activate signalling pathways independently
of their catalytic activities. For instance, over-expression of the N-
terminal part of caspase-8 containing the two death effector
domains (DED) but lacking the catalytic site, triggered death-
effector filament formation, leading to endogenous caspase
activation and apoptosis in HeLa cells [18]. The DED of
caspase-8 and -10 can activate NF-kB in a RIP-dependent
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manner [19]. Moreover, a novel caspase-10 isoform lacking the
large and small protease subunits, has been recently reported to
interact with RIP, activate NF-kB and induce cell death in the
absence of PARP [poly(ADP-Ribose)polymerase] cleavage [20].
Whereas the involvement of caspase-8 in FasL-triggered
apoptosis is well established, that of caspase-10 still remains a
matter of debate. Indeed, overexpression of caspase-10 comple-
mented caspase-8 deficiency in FasL-treated Jurkat cells in two
independent studies [9,21], but not in another [22]. The latter
study concluded that caspase-10 is indeed recruited to the DISC in
response to TRAIL or FasL but cannot functionally substitute
caspase-8 [22].
The present study was undertaken to further evaluate the
function of initiator caspase-10 in FasL-induced cell death. Our
data demonstrate that (i) FasL-induced cell death is abrogated in
caspase-8- and -10-doubly deficient Jurkat cells (I9-2e clone), but
not in caspase-8-deficient Jurkat cells expressing caspase-10 (I9-2d
clone); (ii) expression of wild-type caspase-10 can restore the ability
of FasL to trigger cell death in I9-2e cells; (iii) zVAD-fmk does not
impede FasL-induced caspase-10 processing and cytotoxicity.
Results
FasL-induced apoptosis is impaired in Jurkat cells
doubly-deficient for caspase-8 and -10
To characterize the Jurkat variants, I9-2a, b, d and e derived
from I9-2 cells, the expression of proteins involved in Fas signalling
was investigated. As expected from previous observations [13,23],
I9-2a, b, d and e cells did not express caspase-8 in contrast to A3
cells. However, FADD, RIP, caspase-2, -9, -3 and -7 (Fig. 1A) and
Fas/CD95 (Fig. 1B) were equally expressed in A3 and in the I9-2
variants. Importantly, whereas caspase-10 was expressed in A3, I9-
2d cells and, albeit to a lesser extent, I9-2b cells, barely detectable
expression of caspase-10 was found in I9-2a and e cells (Fig. 1A).
When the different cell variants were incubated in the presence of
FasL, toxicity was observed in A3 cells and, albeit to a lesser
extent, in I9-2b and I9-2d cells (Fig. 1C). In sharp contrast, FasL-
induced cell death was totally abrogated in the caspase-8 and -10-
doubly deficient I9-2a and e cells (Fig. 1C). Accordingly, FasL
induced caspase activation, as evaluated by the cleavage of the
effector caspase substrate Ac-DEVD-AMC and the initiator
Figure 1. Impairment of FasL-induced cell death in caspase-8 and -10-doubly deficient Jurkat cells. A, 20 mg total protein extracts from
parental (A3) and caspase-8 deficient (I9-2a, b, d and e) Jurkat cell lines were subjected to SDS-PAGE, and Western blotted with anti-caspase-8, -10, -2,
-9, -3, -7, anti-FADD, anti-RIP or anti-b-actin antibodies. B, Jurkat cells were labelled with anti-CD95-PE antibody (thick line) or an isotype control (thin
line) and analysed by flow cytometry. Percentages of cells expressing CD95 are indicated. C, Jurkat cells were incubated for 8 hours in the presence of
500 ng/mL FasL and cell viability was evaluated by MTT assay. Values are means 6 SEM of three independent experiments. *p,0.05; **p,0.01, ***
p,0.001 as compared to values obtained in A3 cells.
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g001
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caspase substrate Ac-IETD-AMC (Fig. 2A), and apoptosis, as
evaluated by flow cytometry (Figs. 2B and C), in A3 cells and,
albeit to a lesser extent, in I9-2d cells. FasL totally failed to trigger
caspase activation and apoptosis in I9-2e cells (Fig. 2). Identical
data have been found using the other caspase-8 and -10-doubly
deficient cells (i.e., I9-2a). These data are consistent with our
previous study indicating the involvement of both endogenous
caspase-8 and -10 in FasL-induced apoptosis [13].
Over-expression of caspase-8 or -10 restores FasL-
induced apoptosis in I9-2e cells
Experiments were next restricted to I9-2e cells, which do not
express endogenous caspase-8 and -10 (see Fig. 1A and [13]).
Over-expression of EGFP, an irrelevant protein in cell death
signalling, was used as a negative control to evaluate the basal
cytotoxicity induced in our experimental settings. Cells were
transfected with plasmids encoding EGFP-tagged wild-type or
catalytically inactive caspase-8 (C360S). Alternatively, cells were
transfected with a plasmid encoding EGFP-tagged wild-type
caspase-10 or co-transfected with plasmids encoding EGFP and
untagged catalytically inactive caspase-10 (C401S). Twelve hours
post-transfection, cells were further incubated for 4 hours in the
presence or absence of FasL (Fig. 3A). Cells were next labelled
with annexin-V-APC and analyses were restricted to the EGFP-
positive (i.e., transfected) cells. At least 1,000 EGFP-positive cells
were analyzed. As compared to EGFP alone expression, ectopic
expression of either wild-type caspase-8 or -10 strongly enhanced
annexin-V labelling (Fig. 3B), which was further increased upon
FasL treatment (Figs. 3B and C). Annexin-V labelling was slightly
increased when cells expressed the catalytically inactive caspase
mutants (Fig. 3B). However, mutants failed to significantly
sensitize cells to FasL (Fig. 3C). Altogether, our data further
indicate that both initiator caspase-8 and -10 are involved in FasL-
induced apoptosis.
FasL-induced cell death in the presence of zVAD-fmk is
impaired in Jurkat cells doubly deficient for caspase-8
and -10
In wild-type Jurkat cells, FasL-triggered caspase activation was
fully abrogated by the addition of 40 mM zVAD-fmk to the cell
culture medium (Fig. 4A). However, cell death, as evaluated both
by microscopy (Fig. 4B) and flow cytometry (Fig. 4C) analyses, still
occurred in the presence of zVAD-fmk. Microscopic analysis after
DAPI staining indicates that, in the absence of zVAD-fmk, FasL
elicited apoptosis in A3 cells as illustrated by strong nuclear
condensation and/or fragmentation (Fig. 4B). In the presence of
zVAD-fmk, dying cells displayed distinct nuclear features such as
partial chromatin condensation in the absence of nuclear
shrinkage, suggesting that FasL-triggered an alternative form of
cell death (Fig. 4B). Flow cytometry experiments indicate that most
Figure 2. Impairment of FasL-induced caspase activation and apoptosis in caspase-8 and -10-doubly deficient Jurkat cells. A, B, A3
(white bars), I9-2d (grey bars) and I9-2e (black bars) Jurkat cells were incubated for 8 hours in the presence or absence of 500 ng/mL FasL as
indicated. Caspase activities were assessed using Ac-DEVD-AMC or Ac-IETD-AMC (A). Cells were stained with annexin-V-FITC and propidium iodide
and analyzed by flow cytometry. Percentages of annexin-V-positive (AnV+) are indicated (B). All data are means 6 SEM of three to four independent
experiments. *p,0.05; **p,0.01, *** p,0.001. C, Representative flow cytometry experiment. Low right quadrants: percentages of [AnV-FITC+
propidium iodide (PI)-] cells; Up right quadrants: percentages of [AnV-FITC+ PI+] cells; Up left quadrants: percentages of [AnV-FITC- PI+] cells.
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g002
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of the dead cells were doubly-labelled by annexin-V and
propidium iodide (Fig. 4C). Whereas I9-2d cells, which express
caspase-10, died to a similar extent as A3 cells in the presence of
zVAD-fmk, I9-2e cells remained completely resistant to FasL
(Figs. 4B, C and D). Altogether, these results highlight the putative
role of endogenous initiator caspase-10 in the form of cell death
triggered by FasL in the presence of zVAD-fmk.
Ectopic expression of wild-type caspase-10 restores FasL-
induced cell death in zVAD-fmk-treated I9-2e cells
To further evaluate the putative role of initiator caspases in
FasL-induced cell death in the presence of zVAD-fmk, wild-type
or catalytically inactive caspase-8 or -10 were expressed in I9-2e
cells and, immediately after transfection, cells were incubated in
the presence of 40 mM zVAD-fmk. Twelve hours post-transfec-
tion, cells were further incubated for 4 hours in the presence or
absence of FasL and analysed by flow cytometry (Fig. 5A).
Whereas, in the presence of zVAD-fmk, no toxicity was induced
by wild-type caspase-8 and caspase mutants, over-expression of
wild-type caspase-10 slightly enhanced annexin-V labelling
(Fig. 5B). Noteworthy was the finding that over-expression of
caspase-10 restored FasL-induced annexin-V labelling in the
presence of zVAD-fmk (Figs. 5B and C). Over-expression of
catalytically inactive mutants failed to sensitize cells to FasL under
our experimental conditions (Fig. 5C). Altogether, our data
provide genetic evidence for the involvement of caspase-10 in
FasL-induced cell death in the presence of zVAD-fmk, which was
previously defined as ‘‘caspase-independent cell death’’. Moreover,
caspase-10 activity appears to be critical for inducing this form of
cell death in response to FasL.
zVAD-fmk does not abrogate caspase-10-triggered
apoptosis
To further evaluate the role of caspase-10 in Fas signalling, we
attempted to perform Western blot analysis of caspase activation
in reconstituted I9-2e Jurkat cells. However, the too low
transfection efficiency of Jurkat cells precluded such analyses.
We therefore used another cell type, i.e., the HeLa carcinoma cell
line, which does express endogenous caspase-8 but not caspase-10
as compared to A3 Jurkat cells (Fig. 6A). HeLa cells could be
efficiently transfected, as illustrated by high percentages of EGFP-
expressing cells sixteen hours post-transfection with a plasmid
Figure 3. Caspase-8 and -10 can restore FasL-induced apoptosis in caspase-8 and -10-doubly deficient Jurkat cells. A, B, I9-2e Jurkat
cells were transiently transfected with plasmids encoding EGFP, EGFP-tagged wild-type caspase-8 or -10 or EGFP-tagged catalytically inactive
caspase-8 mutant (Casp-8 C360S). Alternatively, cells were co-transfected with plasmids encoding EGFP and catalytically inactive caspase-10 mutant
(C401S). Twelve hours post-transfection, cells were further incubated for 4 hours in the presence or absence of 500 ng/mL FasL. Cells were labelled
with annexin-V-APC (AnV-APC). EGFP fluorescence was monitored on untreated cells to determine the percentage of transfected cells (A). Analysis of
annexin-V binding was restricted to the EGFP-expressing cells on both untreated (None) and FasL-treated (FasL) cells (B). Percentages of fluorescent
cells are indicated. Data are from a representative experiment out of three independent experiments. C, Specific cell death triggered by FasL was
calculated by subtracting basal values obtained in the absence of FasL for each transfection. Data are means 6 SEM of three independent
experiments. *p,0.05; **p,0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g003
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encoding EGFP, EGFP-tagged caspase-8 or -10 (Fig. 6B), allowing
caspase expression analysis by Western blot. To evaluate the
caspase-inhibitory efficacy of zVAD-fmk under our experimental
conditions, HeLa cells were transiently transfected with the
different constructs and immediately treated with 40 mM zVAD-
fmk and further incubated for 24 hours. During the last 8 hours,
1 mg/mL FasL was added or not to the cell culture medium. In
cells transfected with plasmids encoding either EGFP-tagged
caspase-8 or -10, an approximately 40 kDa band was revealed
with anti-EGFP antibody (Fig. 6C). The appearance of this band
did not require FasL treatment and most likely corresponded to
the EGFP-tagged small catalytic subunit of pro-caspase-8 and -10,
indicating auto-processing of the over-expressed enzymes (Fig. 6C).
The addition of zVAD-fmk led to a different pattern depending on
the type of EGFP-tagged initiator caspase expressed. Indeed, the
40 kDa band decreased and accumulated in EGFP-tagged
caspase-8 and -10 expressing cells, respectively. In the meantime,
whereas EGFP-tagged pro-caspase-8 strongly accumulated, pro-
caspase-10 accumulation was less pronounced (Figure 6C).
The consequences on endogenous caspase-9 and PARP
cleavage were next analysed under our different experimental
conditions. In the absence of zVAD-fmk, caspase-9 processing (i.e.,
disappearance of pro-caspase-9) occurred upon FasL treatment,
this phenomenon being slightly enhanced in EGFP-tagged
expressing caspase-8 or -10 cells. The addition of zVAD-fmk fully
prevented caspase-9 and PARP cleavage in EGFP and EGFP-
Figure 4. Impairment of FasL-induced cell death in the presence of zVAD-fmk in caspase-8 and -10-doubly deficient Jurkat cells. A,
A3 cells were incubated for the indicated times with 500 ng/mL FasL in the presence (open symbols) or absence (filled symbols) of 40 mM zVAD-fmk.
Caspase activities were assessed using Ac-DEVD-AMC (circles) or Ac-IETD-AMC (triangles). Data are representative of two independent experiments.
B, A3 and I9-2e cells were incubated for 8 hours in the presence or absence of 500 ng/mL FasL and zVAD-fmk (40 mM) as indicated. Cells were fixed
and stained with DAPI before microscopy examination. Arrows indicate cells with partial chromatin condensation. C, D, A3, I9-2d and I9-2e cells were
incubated for 8 hours in the presence of zVAD-fmk (40 mM) with or without 500 ng/mL FasL as indicated. Cells were stained with Annexin-V-FITC
(AnV-FITC) and propidium iodide (PI) and analysed by flow cytometry. Representative flow cytometry experiment out of four independent
experiments (C). Low right quadrants: percentages of [AnV-FITC+ PI-] cells; Up right quadrants: percentages of [AnV-FITC+ PI+] cells; Up left
quadrants: percentages of [AnV-FITC- PI+] cells. D, Percentages of anexin-V-positive (AnV+) cells (means 6 SEM, n= 4). **p,0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g004
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tagged caspase-8 expressing cells. Of particular interest was the
finding that caspase-9 and PARP processing was not totally
abrogated in EGFP-tagged caspase-10 expressing cells (Fig. 6C).
Accordingly, whereas zVAD-fmk completely prevented caspase-8-
triggered toxicity, as evaluated by annexin-V labelling, cell death
still occurred in caspase-10 over-expressing cells (Fig. 6D).
Collectively, our data indicate that, whereas zVAD-fmk
potently prevented caspase-8 auto-processing and pro-apoptotic
activity, it had a partial effect on caspase-10 pro-apoptotic
signalling in an over-expression system.
zVAD-fmk does not inhibit caspase-10 processing in Fas
signalling
We then attempted to stably express caspase-10 in HeLa cells at
a physiological level to further evaluate its role in Fas signalling.
HeLa cells transfected with a plasmid encoding EGFP-tagged
wild-type caspase-10 were cultured under G418 for 45 days.
G418-resistant HeLa cells were analysed by flow cytometry and
less than 10% of cells expressed EGFP-tagged caspase-10 at low
levels (Fig. 7A). Indeed, expression was 3 to 4 times lower in stably
than in transiently transfected cells (compare Figs. 6B and 7A).
From this heterogeneous cell population, two cell populations were
FACS sorted based on EGFP expression: EGFP-tagged caspase-10
expressing (Casp10+) HeLa cells and their control counterparts
(Casp10-), which did not express EGFP at all (Fig. 7B). Those were
further grown under G418. This protocol allowed the establish-
ment of Casp10+ HeLa cells, among which 60% of cells stably
expressed EGFP-tagged caspase-10 as evaluated by flow cytometry
(Fig. 7C). Casp10+ and Casp10- HeLa cells displayed similar
CD95, FADD, RIP and caspase-8, -9 and -3 expression as
evaluated by Western blot and flow cytometry (Figs. 7C and D).
Whereas Casp10+ and Casp10- HeLa cells did not express
endogenous caspase-10, Casp10+ HeLa cells expressed exogenous
EGFP-tagged caspase-10 at low level as compared to endogenous
caspase-10 expression in A3 Jurkat cells (Fig. 7D).
Casp10+ HeLa cells and their control counterparts (Casp10-)
were pre-incubated with or without 40 mM zVAD-fmk for one
hour and further incubated in the presence or absence of FasL.
Cell morphology analysis indicated that FasL induced apoptosis
(i.e., nuclear condensation and/or fragmentation) in both cell
lines, caspase-10-proficient cells being slightly, yet not significantly,
more sensitive than caspase-10-null cells (Figs. 8A and B). Addition
of zVAD-fmk fully prevented FasL-triggered cell death in caspase-
10-null HeLa cells. In sharp contrast, apoptotic cell death was not
Figure 5. Caspase-10 can restore FasL-induced cell death in the presence of zVAD-fmk in caspase-8 and -10-doubly deficient Jurkat
cells. A, B, I9-2e Jurkat cells were transiently transfected as described in the legend to Figure 3 and immediately incubated in the presence of 40 mM
zVAD-fmk. Twelve hours post-transfection, cells were further incubated for 4 hours in the presence or absence of 500 ng/mL FasL. Cells were labelled
with annexin-V-APC (AnV). EGFP fluorescence was monitored on untreated cells to determine the percentage of transfected cells (A). Annexin-V
binding analysis was restricted to the EGFP-expressing cells on both untreated (None) and FasL-treated (FasL) cells (B). Percentages of fluorescent
cells are indicated. Data are from a representative experiment out of three independent experiments. Of note, the present data were obtained in the
same experiment depicted in Fig. 3B. C, Specific cell death triggered by FasL was calculated by subtracting basal values obtained in the absence of
FasL for each transfection. Data are means 6 SEM of three independent experiments. **p,0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g005
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completely abrogated by zVAD-fmk in caspase-10-expressing cells
(Figs 8A and B). Even at a concentration of 100 mM, zVAD-fmk
failed to abolish cell death in Casp10+ cells (data not shown).
Thus, under our experimental conditions, whereas zVAD-fmk
efficiently prevented FasL-induced apoptosis in caspase-10-defi-
cient HeLa cells, moderate expression of exogenous caspase-10
overcame, to some extent, the resistance conferred by zVAD-fmk.
Western blot analysis further indicated that, in caspase-10-null
cells, FasL triggered endogenous caspase activation, as illustrated
by the decrease of pro-caspase-8 and PARP cleavage (Fig. 8C). In
contrast, FasL promoted no or little decrease of pro-caspase-8 in
caspase-10-expressing HeLa cells. However, EGFP-tagged cas-
pase-10 was efficiently activated as illustrated by the complete loss
of pro-caspase-10 expression and the appearance of the 40 kDa
band, similar to that observed in transiently transfected cells (see
Fig. 6C). PARP was also efficiently cleaved, despite weak
endogenous caspase-8 activation (Fig. 8C). This last observation
may indicate that EGFP-tagged caspase-10 competes with
endogenous caspase-8 to interact with FADD, therefore limiting
the recruitment and activation of endogenous caspase-8 at the
DISC level. Interestingly, whereas zVAD-fmk efficiently blocked
endogenous caspase-8 and PARP processing, it had no or little
effect on EGFP-tagged caspase-10 cleavage (Fig. 8C).
Altogether, our data demonstrate that zVAD-fmk cannot
potently prevent caspase-10 processing in Fas signalling, enabling
the activation of a caspase-10-dependent alternative cytotoxic
signalling pathway in response to FasL.
Discussion
The present observations indicate that the initiator caspase-10 is
involved in FasL-induced cell death and the broad-spectrum
pancaspase inhibitor zVAD-fmk fails to abrogate caspase-10
activity. Indeed, cell death triggered by FasL was fully impaired
in I9-2e (caspase-8 and -10-doubly deficient), but not in I9-2d
(caspase-8-deficient but caspase-10-proficient) Jurkat cells. Cas-
pase-10 expression in I9-2e cells restored sensitivity to FasL.
Moreover, zVAD-fmk did not abrogate FasL-induced toxicity in
Figure 6. zVAD-fmk does not abrogate over-expressed caspase-10-triggered cell death in HeLa cells. A, Total protein extracts derived
from wild-type Jurkat (A3) and HeLa cells were analysed by Western blot using anti-caspase-8, anti-caspase-10 or anti b-actin antibodies. B–D, HeLa
cells were transfected with plasmid encoding EGFP, EGFP-tagged wild-type caspase-8 (Casp8) or -10 (Casp10). B, Cells were analysed by flow
cytometry 16 hours post-transfection. Values indicated are percentages of EGFP-expressing cells. C, Immediately after transfection, 40 mM zVAD-fmk
was added or not to the cell culture medium and cells were further incubated for 24 hours. During the last 8 hours, cells were incubated with or
without 1 mg/mL FasL. Protein extracts were analysed by Western blot using the indicated antibodies. Cleaved PARP expression was analysed at low
(up panel) and high (low panel) exposure. (*: EGFP-tagged pro-caspase-8 or 10, **: EGFP-tagged small catalytic caspase-8 or -10 subunit). The
<26 kDa band obtained in caspase-8 and -10 expressing cells remains to be characterized. D, HeLa cells were transfected and cultured for 24 hours
in the presence or absence of zVAD-fmk. Cells were labelled with annexin-V/APC. Annexin-V binding analysis was restricted to the EGFP-expressing
cells. Data are means 6 SEM of five independent experiments. ***p,0.001; * p,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g006
Caspase-10 in Fas Signalling
PLoS ONE | www.plosone.org 7 October 2010 | Volume 5 | Issue 10 | e13638
Jurkat and HeLa cells expressing caspase-10. Thus, caspase-10
may participate, in addition to the classical pro-apoptotic pathway,
to a zVAD-fmk-resistant alternative cytotoxic pathway mediated
by FasL.
Wild-type A3 Jurkat cells were highly sensitive to FasL (see
Fig. 1C), and dying cells displayed classical features of apoptosis,
including increased specific caspase activity (see Figs. 2A and 4A),
phosphatidylserine externalisation (see Fig. 2A) and nuclear
fragmentation (see Fig. 4B). Whereas caspase-8 and -10-doubly
deficient I9-2e cells were fully resistant to FasL-induced caspase
activation and apoptosis, caspase-8-deficient I9-2d cells, which
expressed caspase-10, displayed an intermediate sensitivity as
compared to I9-2e and A3 cells (see Figs. 1C, 2B and C). This was
associated with a significant increase in specific caspase activity in
I9-2d cells upon treatment by FasL (see Fig. 2A). These data
provide genetic evidence that both endogenous initiator caspase-8
and -10 are involved in FasL-induced caspase-dependent cell
death. Moreover, genetic correction of I9-2e cells either with
EGFP-tagged wild-type caspase-8 or -10 restored FasL-induced
annexin-V labelling, indicating that the resistance of I9-2e cells
was unlikely a ‘‘clone effect’’ and further arguing that both
initiator caspases are indeed involved in Fas apoptotic signalling.
Over-expression of catalytically inactive caspase-8 and -10 in I9-2e
cells slightly increased annexin-V labelling but failed to signifi-
cantly sensitize cells to FasL (see Fig. 3). These findings are in
accordance with recent observations indicating that, under some
experimental conditions, caspase-8 may induce some cytotoxicity
independently of its classical caspase activity [24].
During the last decade, FasL has been reported to trigger a RIP-
dependent alternative form of cell death, exhibiting necrotic rather
than apoptotic features [15]. This alternative form of cell death
was initially defined as a caspase-independent cell death since it
occurred in caspase-8-deficient Jurkat cells and was not sensitive to
the broad-spectrum caspase inhibitor zVAD-fmk [15]. In
accordance with this concept, FasL still triggered some cytotoxicity
in A3 cells in the presence of zVAD-fmk (see Fig. 4D). Most of the
dying cells were doubly labelled with annexin-V and propidium
iodide (see Fig. 4C) and exhibited chromatin alterations with no
Figure 7. Generation of HeLa cells stably expressing EGFP-tagged wild-type caspase-10 at low level. A, HeLa cells were transfected with
plasmid encoding EGFP-tagged wild-type caspase-10 and incubated for 45 days in DMEM 10% FCS containing 0.8 mg/mL G418. The whole
population of cells (Casp10) were analysed by flow cytometry and untransfected HeLa WT cells were used as negative control to determine the
threshold for FL1 channel. Values are percentages of positive cells in FL1 channel. B, Scheme for selection of cells expressing (Casp10+) or not
(Casp10-) EGFP-tagged caspase-10. C, Casp10+ and Casp10- cells were FACS sorted from the heterogeneous population stably expressing caspase-10
and further cultured for one month in DMEM 10% FCS containing 0.8 mg/mL G418 before analysis by flow cytometry for EGFP-tagged caspase-10
and CD95 expression. Values indicated percentages of positive cells in FL1 (up panels) and FL2 (low panels) channels. D, Wild-type Jurkat (A3),
Casp10+ and Casp10- HeLa cells were analysed by Western blot using the indicated antibodies. Caspase-10 expression was analysed at low (up panel)
and high (low panel) exposure. (*: EGFP-tagged pro-caspase-10).
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g007
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nuclear shrinkage (see Fig. 4B), suggesting that the cells underwent
apoptosis-like or necrosis-like cell death in response to FasL. Of
particular interest was the finding that endogenous caspase-10 was
likely involved in this FasL-induced alternative form of cell death.
Indeed, FasL was unable to kill cells in the presence of zVAD-fmk
in two different caspase-8 and -10-doubly deficient Jurkat clones
(i.e., I9-2e and I9-2a) (see Fig. 4 and data not shown) as well as in
HeLa cells, which did not express endogenous caspase-10 (see
Fig. 8). In marked contrast, I9-2d (i.e., caspase-8-deficient but
caspase-10-proficient) and wild-type A3 Jurkat cells were equally
sensitive towards the combination of FasL and zVAD-fmk (see
Fig. 4). Genetic correction of I9-2e cells with a plasmid encoding
EGFP-tagged caspase-10, but not caspase-8, restored FasL-
induced cell death in the presence of zVAD-fmk (see Fig. 5),
further arguing for a role of caspase-10 in FasL-induced
alternative form of cell death. Caspase-10 activity was required
for its ability to mediate cell death since the expression of a
catalytically inactive caspase-10 (C401S) had no cytotoxic effect.
In addition, FasL-induced cell death was not totally abrogated by
zVAD-fmk in HeLa cells stably expressing caspase-10 at low level
(see Fig. 8).
The broad-spectrum caspase inhibitor zVAD-fmk is commonly
used to study the role of caspases in cell signalling. However, our
findings show that zVAD-fmk is not potent enough to fully inhibit
caspase-10-mediated cytotoxicity. Accordingly, caspase-10 pro-
cessing in Fas signalling still occurred in the presence of zVAD-
fmk (see Figs. 6 and 8). Therefore, in the presence of zVAD-fmk,
the residual protease caspase-10 activity likely promotes an
Figure 8. zVAD-fmk does not totally abrogate FasL-triggered apoptosis in HeLa cells expressing caspase-10 at low level. A, B, Casp10+
and Casp10- HeLa cells were incubated in the presence or absence of 40 mM zVAD-fmk for 1 hour and further incubated for 16 hours with or without
1 mg/mL FasL as indicated. Cells were labelled with Syto13 and propidium iodide before fluorescence microscopy examination (A). Of note, less than 5%
of the cells were stained by propidium iodide under all conditions indicating that FasL-induced necrosis was marginal in HeLa cells. Percentages of cell
death (i.e., cells exhibiting nuclear fragmentation and/or condensation) were determined by analysing at least 500 cells for each condition. Values are
means6SEM of three independent experiments (n.s.: not significant; **p,0.01.) (B). C, Casp10+ and Casp10- HeLa cells were incubated in the presence
or absence of 40 mM zVAD-fmk for 1 hour and further incubated for 8 hours with or without 1 mg/mL FasL as indicated. Western blot analysis was
performed using the indicated antibodies. (*: EGFP-tagged pro-caspase-10, **: EGFP-tagged small catalytic caspase-10 subunit).
doi:10.1371/journal.pone.0013638.g008
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alternative route of cell death, leading to apoptosis-like cell death.
Thus, experiments based on the use of zVAD-fmk to study the
caspase-independent pathway should be interpreted with caution.
Moreover, our study challenges the existence of an alternative
caspase-independent cell death pathway in Fas signalling.
The previously so-called ‘‘caspase-independent cell death’’
triggered by death receptors has been reported to be RIP-dependent
[15]. One should note that FasL-induced caspase-dependent
apoptosis was slightly, yet significantly, reduced in RIP-deficient
Jurkat cells [25]. Thus, we cannot rule out the possibility that RIP
may functionally interact with caspase-10 to mediate the activation
of an alternative cell death. This hypothesis is strengthened by the
observation that FADD was required for FasL-induced cell death in
the presence of zVAD-fmk [15]. Indeed, whereas FADD deficiency
in Jurkat cells did not impair RIP recruitment to Fas/CD95 in
response to FasL, FADD-deficient Jurkat cells were fully resistant to
both FasL-induced apoptosis and ‘‘caspase-independent cell death’’
[15]. Different groups have previously reported that FADD, besides
its capacity to activate the classical caspase cascade activation, may
also trigger a non-apoptotic form of cell death [26,27,28,29,30].
Interestingly, this non-apoptotic form of cell death occurred in
normal but not in prostate cancer epithelial cells, indicating that this
alternative pathway initiated by FADD may be disrupted in some
cancer cells [29].
Mutations affecting Fas, FasL, caspase-8 or -10 may be
responsible for ALPS or malignancies [2,31,32]. It is tempting to
speculate that some mutations may affect the caspase-10-
dependent cell death pathway, thereby contributing to FasL
resistance in ALPS or in malignant diseases.
Materials and Methods
Reagents
Final concentrations or dilutions of the following reagents are
indicated: zVAD(OMe)-fmk (40 mM) was from Bachem (Voisins-
Le-Bretonneux, France); monoclonal anti-FADD (clone A66-2;
0.5 mg/mL), anti-RIP (clone G322-2, 0.25 mg/mL) and anti-
caspase-8 (clone B9-2; 0.5 mg/mL) antibodies were from BD
Biosciences (Le Pont-de-Claix, France); monoclonal anti-caspase-
10 (clone 4C1; 1 mg/mL) was from MBL (Meudon, France);
polyclonal anti-caspase-3 (10 mg/mL) was from Dako (Trappes,
France); monoclonal anti-caspase-2 (clone C2) and polyclonal anti-
caspase-7, anti-caspase-9, anti-PARP and anti-Bid antibodies were
from Cell Signaling Technology (Saint-Quentin-en-Yvelines,
France) and used at 1/1000 dilution; monoclonal anti-b-actin
(clone AC-15; 5 mg/mL) was from Sigma (Saint-Quentin-Falla-
vier, France); monoclonal anti-CD95 (clone 7C11; 1/5 dilution)
and IgM irrelevant antibody (10 mg/mL) coupled to phycoerythrin
(PE) were purchased from Immunotech (Marseille, France) and
Santa Cruz (Le-Perray-en-Yvelines, France), respectively. cDNAs
encoding wild-type and catalytically inactive mutant caspase-8
(C360S) and wild-type caspase-10 [21] were subcloned into
pEGFP.N1 plasmids. Catalytically inactive mutant caspase-10
(C401S) cDNA [21] was subcloned into pCiNeo plasmid. Plasmids
were kindly given by Dr. M. Lenardo (Bethesda, MD). Mouse
FasL produced in the culture medium of Neuro-2A cells stably
transfected with a plasmid encoding FasL was used at a final
concentration of 500 ng/mL [13,33]. Alternatively, human FasL
kindly provided by Dr. P. Legembre (EA 4427 SeRAIC, Rennes
University, France) was used at a final concentration of 1 mg/mL.
Cell lines
Parental Jurkat T leukaemia cells (clone A3) and the derived cell
line deficient for caspase-8 (clone I9-2) were kindly provided by
Dr. J. Blenis (Boston, MA) [23]. I9-2a, b, d and e cells were
isolated by limiting dilution experiments from I9-2 cells as
previously described [13]. Cells were cultured in RPMI 1640
medium containing Glutamax and 10% heat-inactivated fetal calf
serum (FCS). HeLa cells were from ATCC and cultured in
DMEM medium containing Glutamax and 10% FCS.
Flow cytometry analyses
For studying phosphatidylserine externalization, cells were
labelled with annexin V-FITC (250 ng/mL) and propidium iodide
(12.5 mg/mL) (Immunotech, Marseille, France) for 10 min at 4uC.
Alternatively, cell death of EGFP fluorescent cells was monitored
after labelling with annexin V-APC (250 ng/mL) (Immunotech,
Marseille, France) for 10 min at 4uC.
CD95 cell surface expression was determined after incubation of
cells for 30 min at 4uC with or without anti-CD95-PE or an
irrelevant antibody coupled to PE.
Analyses were performed on a FACScan (Becton Dickinson, Le-
Pont-de-Claix, France) cytometer.
MTT assay
Viability was evaluated by the tetrazolium-based MTT assay.
Cells were seeded in flat-bottom 96-well plates (106 cells/mL,
100 mL/well) for 8 hours at 37uC. After 2-hour incubation
with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (Sigma), formazan crystals were solubilized overnight at
37uC by adding 100 mL of solubilization buffer (HCl 0.01 N, 10%
SDS) and spectrophotometrically quantified (l=590 nm).
Protein extraction, Western blotting analyses and
fluorogenic DEVD and IETD cleavage enzyme assays
For total protein extraction, 5 to 206106 cells were lysed for
30 min on ice in a buffer containing 10 mM HEPES (pH 7.4),
42 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5% CHAPS, 1 mM
PMSF and 2 mg/mL leupeptin. Samples were centrifuged at
10,000 g at 4uC for 10 min. Supernatants were collected and
protein content was determined by the Bradford method (Biorad).
For Western blot analyses, equal amounts of protein were
separated on 15% SDS-PAGE. Caspase activities were assessed
using Ac-DEVD-AMC or Ac-IETD-AMC substrates (Bachem) as
described elsewhere [34].
Morphological analyses
100,000 Jurkat cells were sedimented onto microscope slides by
cytospin at 100 g for 10 min. Cells were fixed by 0.4%
paraformaldehyde, DAPI stained and examined under a fluores-
cence Leica microscope. Alternatively, HeLa cells were labelled
with 2.5 mM Syto 13 (Molecular probes, Leiden, The Netherlands)
and 2 mg/mL propidium iodide (Sigma). The percentage of
apoptotic cells (having nuclear condensation and/or fragmenta-
tion) was evaluated by counting at least 500 cells for each
condition under a Leica fluorescence-equipped inverted micro-
scope as previously described [13].
Transfection experiments
Jurkat cells were transiently transfected as previously described
[35]. Briefly, 26106 cells were incubated in 0.2 mL 10 mM
phosphate buffer (pH 7.4) containing 250 mM sucrose and 1 mM
MgCl2. Eight mg of plasmids encoding EGFP, EGFP-tagged wild-
type caspase-8, EGFP-tagged C360S caspase-8 or EGFP-tagged
wild-type caspase-10 were added before electro-pulsation. Alter-
natively, cells were co-transfected by 2 mg of the plasmid encoding
EGFP and 8 mg of the plasmid encoding C401S caspase-10.
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Electro-pulsation was carried out by 3 consecutive 10 ms
rectangular pulses (240 V, electrode width 4 mm, 1 s delay).
Immediately after pulse delivery, FCS was added to reach a 20%
final concentration and cells were then incubated at 37uC in 2 mL
RPMI medium containing 10% FCS. Under these optimized
experimental conditions, 1463% (mean 6 SEM, n= 7) of the
Jurkat cells transfected with the plasmid encoding EGFP robustly
expressed EGFP (mean fluorescence intensity = 15886150, mean
6 SEM).
HeLa cells were transiently transfected with 8 mg of plas-
mids encoding EGFP, EGFP- tagged wild-type caspase-8 or
EGFP-tagged wild-type caspase-10 using Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) according to manufacturers’
recommendations.
HeLa cells transfected with EGFP-tagged caspase-10 were
cultured in the presence of 0.8 mg/mL G418 for 45 days. Stably
EGFP-tagged caspase-10 expressing cells (Casp10+ cells) and their
control counterparts (Casp10- cells) were sorted using a FAC-
SARIA-SORP cell sorter and routinely maintained under 0.8 mg/
mL G418.
Statistical analysis
Results are expressed as means 6 SEM of at least three
independent experiments. Mean values were compared using the
Student’s t-test. Differences were considered statistically significant
when p,0.05 (as indicated by an asterisk on the figures; n.s., not
significant).
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I.2. Conclusion de l’article 1 :  
 
Dans cette étude, nous avons utilisé dans un premier temps les cellules Jurkat I9-2e, 
doublement déficientes en caspases 8 et 10, très largement résistantes à l’apoptose induite par 
CD95L. Nous avons d’abord confirmé les données déjà publiées dans l’équipe qui mettent en 
évidence que l’induction d’apoptose par CD95L est corrélée au niveau d’expression de la 
caspase 10 par les différents clones d’I9-2. Les cellules I9-2e ont ensuite été transfectées de 
façon transitoire avec des plasmides codant pour les caspases 8 ou 10, catalytiquement 
actives, ou non, et incubées en présence, ou non, de CD95L et de zVAD-fmk. De façon 
intéressante, la réexpression de la caspase 8 seule, ou de la caspase 10 seule, permet de 
sensibiliser ces cellules à la mort induite par CD95L. A l’inverse, l’expression des caspases 
catalytiquement inactives ne permet pas de restaurer une sensibilité vis-à-vis de CD95L. Ces 
données confirment donc l’importance de la caspase 8 dans l’apoptose dépendante de CD95 
et suggèrent à nouveau que la caspase 10, dans ce modèle, pourrait se substituer à la caspase 8 
pour l’induction d’apoptose. De plus, cet effet sensibilisateur dépendrait de leur activité 
catalytique. Elles permettent également de confirmer que la résistance des cellules I9-2e n’est 
pas liée à un « effet clone », mais bel et bien à la double déficience en caspases 8 et 10. De 
façon intéressante, la seule surexpression de la caspase 8 ou 10 inactive, portant 
respectivement les mutations des cystéines catalytiques C360S et C401S, induit une légère 
augmentation de la mort cellulaire, ce qui suggère que ces protéases pourraient aussi avoir un 
effet cytotoxique indépendant de leur activité catalytique, même si cet effet semble 
relativement mineur dans ce contexte. Un autre groupe a déjà utilisé le même type de stratégie 
sur les cellules I9-2, la population parentale de cellules déficientes en caspase 8 dont est issu 
le clone I9-2e. Ainsi, le groupe d’Henning Walczak a généré plusieurs clones de cellules à 
partir des I9-2 réexprimant de façon stable, et à un niveau au moins comparable à des cellules 
Jurkat parentales A3, la caspase 10 (Sprick et al., 2002). Les auteurs indiquent qu’aucun des 
clones ne présente de sensibilisation vis-à-vis de l’apoptose induite par TRAIL. Certains de 
ces clones présentaient toutefois une sensibilité augmentée par rapport aux cellules I9-2 mais 
seulement aux plus fortes doses de CD95L testées, à partir de 100 ng/mL. Cet effet 
sensibilisateur aux fortes doses n’était pas nécessairement corrélé au niveau d’expression de 
la caspase 10. Il est alors envisageable que la caspase 10, qui est recrutée au niveau du DISC, 
puisse se substituer à la caspase 8 dans la signalisation de CD95 uniquement dans le cas d’un 
signal suffisamment fort ou prolongé, comme suggéré par d’autres auteurs (Kischkel, 2001). 
Il est également possible que certains des clones isolés dans l’étude de Sprick et de ses 
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collaborateurs présentent des modifications d’expression ou d’activité de molécules anti-
apoptotiques, comme Bcl-2, ou des inhibiteurs de caspases, ou pro-apoptotiques tels que Bax, 
ce qui pourrait expliquer l’absence d’effet de la réexpression de la caspase 10. Il est à noter 
qu’une différence d’expression de CD95 peut d’ores et déjà être écartée, les auteurs ayant 
vérifié l’absence de variation d’expression de CD95 dans les différents clones (Sprick et al., 
2002).  
Nous avons ensuite cherché à évaluer l’impact de l’expression des caspases 8 ou 10 
dans la mort cellulaire ayant lieu en présence de CD95L et de zVAD-fmk. Dans les cellules 
A3, la mort cellulaire induite par CD95L en présence de zVAD-fmk est caractérisée par une 
double positivité à l’Annexine-V et à l’iodure de propidium. De plus, les cellules présentent 
une condensation chromatinienne partielle sans diminution de la taille nucléaire, ce qui laisse 
penser à une mort ayant à la fois des caractéristiques de nécrose et d’apoptose. De façon 
intéressante, les cellules I9-2e sont complètement résistantes à ce type de mort cellulaire alors 
que le clone I9-2d, qui exprime naturellement la caspase 10, présente un pourcentage 
comparable de cellules Annexine V positives (et majoritairement IP positives), à celui des 
cellules parentales, ce qui suggère que l’expression de la caspase 10 est nécessaire à 
l’induction de ce type de mort. De plus, seule la réexpression transitoire de la caspase 10, 
mais pas de la caspase 8, dans les cellules I9-2e permettait de restaurer de façon significative 
la mort cellulaire en présence de CD95L et de zVAD-fmk, suggérant un rôle de la caspase 10 
dans la mort dépendante de CD95 en présence de cet inhibiteur.  
Afin de tester ces hypothèses dans un système cellulaire plus facilement transfectable 
et relativement sensible à la mort induite par CD95L, nous avons utilisé des cellules HeLa qui 
expriment naturellement la caspase 8 mais pas la caspase 10. La transfection transitoire de ces 
cellules pour induire la surexpression de la caspase 8 ou 10 induit une mort cellulaire dans les 
deux cas. En présence de zVAD-fmk, la toxicité induite par la surexpression de la caspase 8 
est inhibée tandis qu’environ 15% des cellules transfectées surexprimant la caspase 10 sont 
Annexine V positives. En western blot, cet inhibiteur ne permet pas de bloquer totalement 
l’activation de la caspase 10 surexprimée, ni le clivage de PARP en présence de CD95L. 
Nous avons ensuite généré des cellules HeLa transfectées de façon stable pour surexprimer la 
caspase 10 et nous avons isolé deux populations surexprimant ou non la caspase 10 parmi les 
cellules résistantes à l’agent de sélection. Les cellules Casp 10 +, qui expriment un niveau 
faible de caspase 10 en comparaison à des cellules Jurkat A3, sont sensibles à la mort 
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cellulaire induite par l’association CD95L et zVAD-fmk, contrairement à des cellules 
contrôles. De plus, le clivage de la caspase 10, en réponse à CD95L, n’est pas inhibé par le 
zVAD-fmk. Ceci renforce donc l’hypothèse selon laquelle la caspase 10 participe à la mort 
cellulaire induite par CD95L en présence de zVAD-fmk. Ce type de mort est donc 
classiquement considéré à tort comme indépendant des caspases et le mécanisme 
d’intervention de la caspase 10 dans l’induction de cette mort reste à clarifier. 
Ainsi, les résultats de cet article suggèrent que la caspase 10 pourrait participer à la 
fois à l’apoptose induite par CD95L et à la mort induite par CD95L ayant lieu en présence de 
zVAD-fmk. Ils remettent également en cause l’existence de la voie de mort caspase-
indépendante induite par ce ligand. 
!
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II. Article 2 : L’inhibition caspase-dépendante de la synthèse de 
sphingomyéline est fonctionnellement impliquée dans la mort 
induite par CD95L. 
 
II.1. Contexte de l’article 2 :  
 
Les SMS catalysent la synthèse de SM et de DAG à partir de céramide et de 
phosphatidylcholine. Le céramide et le DAG sont deux lipides bioactifs qui jouent des rôles 
opposés vis-à-vis de la survie cellulaire et la SM est un composant important des rafts, 
domaines membranaires dont la composition et l’intégrité influence la signalisation de 
plusieurs récepteurs, dont les DR. L’activité de synthèse de SM, via la régulation des taux de 
ces différents lipides, influence la prolifération et la survie cellulaire en réponse à de multiples 
stress (cf. chapitre II.4.4 de la revue générale). Plusieurs études suggèrent qu’elle pourrait être 
régulée, mais également jouer un rôle fonctionnel, dans la signalisation émanant des DR, dont 
CD95. Une première étude publiée en 2004, avant l’identification des gènes codant pour les 
SMS1 et 2, a mis en évidence que des cellules Jurkat stimulées avec un anticorps anti-CD95 
agoniste présentent une élévation de céramide au niveau nucléaire et microsomal, attribuée 
dans cette étude à l’activation d’une SMase neutre à ces deux localisations et d’une inhibition 
de l’activité de synthèse de SM au niveau nucléaire. Par ailleurs, l’utilisation d’un inhibiteur 
de la caspase 3 permet d’empêcher l’élévation de céramide et d’inhiber l’apoptose dépendante 
de CD95 (Watanabe et al., 2004). Les auteurs ont ainsi émis l’hypothèse que l’inhibition de la 
synthèse de SM participait à l’accumulation de céramide qui jouerait potentiellement un rôle 
fonctionnel, bien que tardif, dans l’induction de l’apoptose dépendante de CD95. En ce sens, 
la synthèse de SM jouerait plutôt un rôle anti-apoptotique.  
 
A l’inverse, une étude publiée en 2005 indique que l’expression de la SMS1 dans des 
cellules lymphoïdes murines WR19L, totalement déficientes en SM, permet de les sensibiliser 
à l’apoptose dépendante de CD95 via une augmentation de la localisation et du clustering de 
CD95 dans les rafts, ainsi qu’une augmentation de la formation du DISC et de l’activation des 
caspases. Ces cellules exprimant SMS1 présentent également une importante élévation de 
céramide suite à la stimulation de CD95, ce qui n’est pas du tout observé dans des cellules 
totalement déficientes en SM. Ainsi, dans ces cellules, la SM membranaire semble 
primordiale pour l’induction de mort en tant que lipide précurseur pour la génération de 
céramide, et elle favorise les événements membranaires et la formation du DISC (Miyaji et 
al., 2005). Ces auteurs associent donc un rôle pro-apoptotique à la synthèse de SM. 
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Afin de clarifier le role de la synthèse de SM dans la mort induite par CD95L, nous 
avons cherché : (i) à évaluer si, et comment, la synthèse de SM est inhibée en réponse à 
CD95L dans deux types de lignées cellulaires cancéreuses humaines, des cellules leucémiques 
T Jurkat et des cellules HeLa de carcinome du col de l’utérus ; (ii) à déterminer si cette 
activité influence la signalisation apoptotique émanant de CD95. Nous avons modulé 
l’expression des SMS par interférence à l’ARN ou par transfection du cDNA codant pour ces 
enzymes, puis nous avons évalué les conséquences sur la signalisation caspase-dépendante en 
réponse à CD95L. 
Caspase-mediated inhibition of sphingomyelin
synthesis is involved in FasL-triggered cell death
E Lafont1,2,7, D Milhas1,2,7, S Carpentier1,2, V Garcia1,2, Z-X Jin3, H Umehara3, T Okazaki4, K Schulze-Osthoff5, T Levade1,2,
H Benoist1,2,6 and B Se´gui*,1,2,6
Ceramide can be converted into sphingomyelin by sphingomyelin synthases (SMS) 1 and 2. In this study, we show that in human
leukemia Jurkat cells, which express mainly SMS1, Fas ligand (FasL) treatment inhibited SMS activity in a dose- and time-
dependent manner before nuclear fragmentation. The SMS inhibition elicited by FasL (1) was abrogated by benzyloxycarbonyl
valyl-alanyl-aspartyl-(O-methyl)-fluoromethylketone (zVAD-fmk), a broad-spectrum caspase inhibitor; (2) did not occur in
caspase-8-deficient cells and (3) was not affected in caspase-9-deficient cells. Western blot experiments showed SMS1 cleavage
in a caspase-dependent manner upon FasL treatment. In a cell-free system, caspase-2, -7, -8 and -9, but not caspase-3 and -10,
cleaved SMS1. In HeLa cells, SMS1 was Golgi localized and relocated throughout the cytoplasm in cells exhibiting an early
apoptotic phenotype on FasL treatment. zVAD-fmk prevented FasL-induced SMS1 relocation. Thus, FasL-mediated SMS1
inhibition and relocation depend on caspase activation and likely represent proximal events in Fas signaling. FasL-induced
ceramide production and cell death were enhanced in cells stably expressing an siRNA against SMS1. Conversely, in cells stably
overexpressing SMS1, FasL neither increased ceramide generation nor efficiently induced cell death. Altogether, our data show
that SMS1 is a novel caspase target that is functionally involved in the regulation of FasL-induced apoptosis.
Cell Death and Differentiation (2010) 17, 642–654; doi:10.1038/cdd.2009.130; published online 25 September 2009
Fas (CD95) engagement by Fas ligand (FasL; CD95L,
CD178) has a crucial function in the regulation of T-cell
homeostasis, essentially through cell death induction in
activated T cells. FasL-induced T-cell death is viewed as an
essential negative regulatory mechanism of T-cell activation,
limiting T-cell reactivity in immune responses and autoim-
mune diseases. In humans, gene mutations affecting either
FasL, Fas or Fas signaling proteins such as initiator caspases
are responsible for autoimmune lymphoproliferative syn-
drome.1
Scaffidi et al.2 reported the existence of two different cell
types as defined by distinct Fas signaling routes. Type 1 cells
were originally defined by their capacity to form large amounts
of the death-inducing signaling complex (DISC), consisting in
the recruitment of the adapter protein FADD and initiator
caspase-8 and -10 to the Fas receptor on activation.3–5 This
enables a strong and direct activation of the caspase cascade
independently of mitochondrial events. In contrast, type 2
cells, such as Jurkat T leukemia cells, form a DISC less
efficiently than do type 1 cells, and require an amplifying signal
from mitochondria for apoptosis induction. During this
process, the DISC-activated initiator caspase-8 and -10
cleave the Bcl-2 family member Bid, which induces cyto-
chrome c release and subsequent triggering of the mitochon-
drial caspase cascade.6–9 It has been recently reported
that internalization of the Fas receptor is required for efficient
DISC formation and apoptosis induction in type 1 but not
type 2 cells.10
A growing body of evidence supports the involvement of
ceramide, a sphingolipid bioactive molecule, or its metabo-
lites, in stress-induced apoptosis (for a recent review, see
Se´gui et al.11). This ceramide-induced cell death is inhibited
by the overexpression of Bcl-2 or Bcl-xL, suggesting the
involvement of mitochondrial events.11 Ceramide can be
generated by the breakdown of the membrane phospholipid
sphingomyelin (SM) as a consequence of sphingomyelinase
(SMase) activation and/or increased de novo synthesis.
Ceramide is synthesized within the endoplasmic reticulum
and is converted in the Golgi to SM and glucosylceramide
(GlcCer) by sphingomyelin synthase (SMS) and GlcCer
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synthase (GCS), respectively. Both enzymes are capable of
negatively regulating intracellular ceramide concentrations
and are inhibited upon various stress conditions, which trigger
ceramide elevation and cell death.11 Tepper et al.12 previously
reported that GCS does not regulate ceramide generated on
Fas cross-linking. A more recent study indicates that Fas
engagement is accompanied by the inhibition of an SMS
activity and ceramide increase within the nucleus.13 Different
stimuli, including TNFa, photodynamic therapy and UVB,
have been shown to inhibit de novo SM synthesis.14–17
Although homotrimerization of CERT (ceramide transfer
protein) has been implicated in UVB-mediated inhibition of
SM synthesis, the underlying mechanisms involved are
largely unknown.17
Two different mammalian genes encoding SMS have been
cloned so far.18,19 The corresponding proteins, SMS1 and
SMS2, are both localized at the Golgi, SMS2 being localized
at the plasma membrane as well.18 Both SMS1 and 2 transfer
the phosphocholine moiety from phosphatidylcholine (PC) to
ceramide to generate SM and diacylglycerol (DAG). As SMS1
and 2 initiate in opposite directions the formation of two
important biologically active lipids, that is, ceramide and DAG,
having opposite effects on cell death, SMS has been
proposed as a putative regulator of cell survival and cell
growth. As a matter of fact, ceramide decrease and DAG
increase have been associated with a higher SMS activity in
SV40-transformed fibroblasts than in normal counterparts.20
In HeLa cells, SMS1 or SMS2 silencing resulted in intracel-
lular ceramide accumulation and cell-cycle arrest.21 In
addition, different reports indicate antiapoptotic functions for
SMS. In patients, a decreased intracellular ceramide level
was associated with a higher SMS activity in chemoresistant
leukemia.22 Recently, SMS1 has been identified by screening
a mouse T-cell cDNA library in Saccharomyces cerevisiae as
a suppressor of the growth-inhibitory effect of Bax and other
cytotoxic stimuli, including hydrogen peroxide, heat shock,
osmotic stress and exogenous ceramide.23 The expression of
SMS1 in yeast could limit ceramide accumulation and cell
death signaling.23 Moreover, SMS1 overexpression protected
Jurkat cells from phototherapy-induced cell death,15 whereas
SMS1 or SMS2 knockdown sensitized cells.16 SMS1 over-
expression was also partially protective against apoptosis of
oligodendroglioma cells triggered by staurosporine.24 In
addition, the expression of CERT, which is required for SM
synthesis,25 was increased in drug-resistant cell lines and in
residual ovarian tumors after paclitaxel treatment.26 More-
over, CERT knockdown significantly sensitized cancer cells to
multiple anticancer drugs.26
Nevertheless, three reports suggested a proapoptotic
function of SMS. Murine lymphoma cells, completely deficient
for SMS activity and lacking SM, were resistant toward alkyl-
lysophosphatidylcholine.27 Fas-mediated apoptosis was
partly impaired in a murine leukemia cell line deficient in
SMS, and overexpression of SMS1 restored full caspase
activation and cell death.28 Thus, a complete and sustained
inhibition of SMS might alter membrane composition and
properties through SM depletion and confer partial cell death
resistance.11 More recently, an overexpression of SMS1 or 2
in Chinese hamster ovarian cells enhanced TNF-induced
apoptosis, whereas SMS1 or 2 knockdown in THP-1-derived
macrophages was partially protective against cell death
mediated by LPS.29 Protection from LPS-induced cell death
has been further shown to be mediated by an impaired
membrane recruitment of TLR4 signaling complexes in
macrophages of SMS2 knockout mice.30
This study aimed at investigating the function of SM
biosynthesis in the regulation of FasL-induced cell death.
We show that Fas-mediated apoptosis is associated with a
profound inhibition of SM synthesis, which likely involved the
caspase-mediated cleavage and relocation of SMS1. Further-
more, our finding that downregulation of SMS1 sensitized
cells to apoptosis, whereas SMS1 overexpression had
opposite effects, strongly underscores the importance of SM
metabolism for the regulation of FasL-triggered cell death.
Results
FasL triggers caspase-dependent inhibition of de novo
SM synthesis. In Jurkat cells, SM represents the most
abundant sphingolipid (approximately 70% of total
sphingolipids), whereas ceramide content averages 8% of
[3H]sphingosine-labeled lipids (Figure 1a). FasL treatment
induced profound changes in the sphingolipid pattern
(Figure 1a). Notably, ceramide content strongly increased
in a time-dependent manner up to 20%, concomitantly to SM
decrease and cell death induction (Figure 1b and c). In sharp
contrast, no or little variation was observed for the cellular
content of GlcCer and lactosylceramide (Figure 1b). SM
decrease and ceramide increase were likely a consequence
of SMase activation, as FasL has been reported to activate
both neutral and acidic SMases.31 We hypothesized,
however, that an inhibition of SM synthesis might also
account for the observed changes in sphingolipid levels.
Indeed, incubation with FasL elicited a sustained and
substantial inhibition of SM synthesis, which was already
detectable within 1 h and was almost complete after 4 h of
treatment (Figure 1d). The inhibition of SM synthesis
occurred concomitantly to apoptosis induction (Figure 1c)
and ceramide generation (Figure 1e and f). It is noteworthy
that de novo PC synthesis was also inhibited in FasL-treated
Jurkat cells (Supplementary Figure 1).
We next measured in situ SMS and GCS activities by
monitoring in intact cells the conversion of a fluorescent
analog of ceramide into SM and GlcCer, respectively.
Although GCS activity remained unaffected during the first
4 h, FasL triggered the inhibition of SMS (up to 90%) in a time-
(Figure 2a) and dose- (Supplementary Figure 2B) dependent
manner. Inhibition of in situ SMS activity might be a direct
(cleavage and inactivation of SMS) or indirect (for instance,
decrease of endogenous substrate production and/or acces-
sibility) consequence of caspase activation. We next mea-
sured SMS-specific activity (i.e., under conditions allowing
SMS measurement using an excess of exogenous sub-
strates). SMS-specific activity was significantly decreased in
protein extracts of FasL-treated Jurkat cells (Supplementary
Figure 2C). The addition of benzyloxycarbonyl valyl-alanyl-
aspartyl-(O-methyl)-fluoromethylketone (zVAD-fmk) to the
culture medium abrogated this phenomenon (Supplementary
Figure 2C), indicating that SMS enzymes may be directly
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cleaved and inactivated by caspases. Interestingly, specific
SMS activity was time dependently decreased on FasL
treatment. This decrease was already significant at 15min,
before nuclear condensation and/or fragmentation and
ceramide increase as evaluated both by DAG kinase assay
(Figure 2b) and mass spectrometry (Figure 2c). Mass
spectrometry analysis indicated that C16:0 ceramide was
the major ceramide species in Jurkat cells and a 4h FasL
treatment triggered a significant increase in all detectable
ceramide species (Figure 2c).
Figure 1 Treatment of Jurkat cells with FasL alters the sphingolipid content and inhibits SM synthesis. (a and b) Jurkat cells (clone A3) were incubated for 48 h in the
presence of [3H]sphingosine (0.33mCi/ml). Cells (3! 106) were further incubated for 4 h (a) or for indicated times (b) in the presence (FasL) or absence (untreated) of 500 ng/
ml FasL. Lipids were extracted and separated by TLC. (a) The sphingolipid pattern was analyzed by a radiochromatoscanner and representative images of four independent
experiments are shown: nonidentified (NI) sphingolipids (possibly GM3), sphingomyelin (SM), lactosylceramide (LacCer), glucosylceramide (GlcCer) and ceramide (Cer).
(b) The radioactivity in each lipid was quantified and expressed as the percentage of total sphingolipids present in the organic phase including the nonidentified
(NI) sphingolipids. It is noteworthy that no variation of these nonidentified sphingolipids was observed upon FasL incubation (means±S.E.M., n¼ 4; data not shown).
(c and d) Cells (3! 106) were incubated in the presence of [3H]choline (1mCi/ml) for 4 h to allow phosphatidylcholine labeling and were further incubated for indicated times in
the presence or absence of 500 ng/ml FasL. The proportion of cells exhibiting apoptotic nuclei (i.e., condensed and/or fragmented nuclei) was evaluated by microscopic
analysis (c). [3H]choline-labeled SM was quantified after alkaline methanolysis and results are expressed as the percentage of [3H]choline-labeled SM measured in cells
incubated in the absence of FasL at each corresponding time (d). (e and f) Cells (3! 106) were incubated for indicated times in the presence or absence of 500 ng/ml FasL,
and ceramide content was evaluated by DAG kinase assay. (f) Representative TLC plate: NI, nonidentified; phosphatidic acid, which results from the phosphorylation of DAG
by DAG kinase, remained stable over time, indicating no change in total intracellular DAG in Fas signaling. (c–e) Data are means±S.E.M. of three independent experiments
carried out in duplicate. *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001
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To further explore the mechanism responsible for
FasL-induced SMS inhibition, we evaluated the impact
of the deficiency of either caspase-8 or -9 in Jurkat cells.
FasL-induced apoptosis and inhibition of SMS activity were
completely abolished in caspase-8-deficient (variant I9-2e)
Jurkat cells (Figure 2d), in which caspase cascade activation
was abrogated.8 Although caspase-9 deficiency significantly
protected against FasL-induced cell death (Figure 2d),32 SMS
inhibition still occurred in caspase-9-deficient (clone JMR)
Jurkat cells (Figure 2d).
Altogether, our data indicate that FasL-mediated inhibition
of SMS activity is not a mere consequence of cell death and
occurs through a caspase-dependent pathway, in between
the activation of caspase-8 and -9.
SMS1 is Golgi localized and is a putative target for
various caspases. The expression of SMS1 and SMS2
was next evaluated by quantitative real-time polymerase
chain reaction (PCR) in Jurkat cells. Cycle threshold (Ct)
values for SMS1 and SMS2 were 24.6±0.3 and 29.7±0.7
(mean±S.E.M., n¼ 3), respectively, suggesting that SMS1
is the predominant isoform in Jurkat cells, in agreement with
a recent study.33 Similar findings were reported in S49, a
murine lymphoma cell line.27 Considering the ability of FasL
Figure 2 FasL triggers caspase-dependent inhibition of SMS activity. (a–c) Jurkat cells (clone A3) were incubated in the presence or absence of 500 ng/ml FasL for
indicated times. (a) In situ SMS and GCS activities were measured by adding 2.5mM C6-NBD-ceramide to the culture medium 2 h before stopping the reaction. (b) Specific
SMS activity was measured on 200mg protein extracts (basal activity: 28±8 pmol/h/mg) and results are expressed as the percentage of untreated cells. The proportion of
cells exhibiting apoptotic nuclei was evaluated by microscopic analysis. Ceramide was quantified by DAG kinase assay. (c) Ceramide was quantified by mass spectrometry.
(d) Wild-type (clone A3), caspase-8-deficient (Dc8, I9-2e variant) and caspase-9-deficient (Dc9, JMR variant) Jurkat cells were incubated for 4 h in the presence or absence of
500 ng/ml FasL. Specific SMS activity and apoptosis were evaluated as above. (d) Left, western blot on protein extracts derived from Dc8 and Dc9 with anti-caspase-8, anti-
caspase-9 and anti-b-actin. (a–d) Data are means±S.E.M. of three independent experiments. *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001
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to trigger a caspase-dependent inhibition of SMS activity in
Jurkat cells, we hypothesized that SMS1 is a putative target
of caspases.
To evaluate whether SMS1 is a direct caspase substrate,
we used HeLa cells stably expressing human SMS1, which
was tagged with the V5 epitope at the C terminus.18 In HeLa
cells stably overexpressing V5-tagged SMS1, the over-
expressed enzyme partially colocalized with the Golgi protein
GM130, as revealed by the use of an anti-V5 antibody
(Figure 3a). Very similar results were obtained using a
polyclonal anti-SMS1 antibody directed against full-length
human recombinant SMS1 (data not shown). It is noteworthy
that this antibody also recognized the full-length human
recombinant SMS1, as well as the overexpressed V5-tagged
SMS1, by western blot (data not shown). Importantly, we also
observed a partial colocalization of endogenous SMS1 with
GM130, further indicating that SMS1 is indeed Golgi localized
(Figure 3b). On FasL treatment, SMS1 was relocated
throughout the cytoplasm in cells exhibiting nuclear conden-
sation. In early apoptotic cells, SMS1 and GM130 were still
partially colocalized, strongly suggesting that the apparent
SMS1 relocation was a consequence of Golgi fragmentation
(Figure 3c). Moreover, SMS1 was hardly detectable in cells
having fragmented nuclei (Figure 3c; Supplementary Figure 3).
Similar findings were observed for GM130 (Figure 3c), which
has been reported to be a putative caspase substrate in Fas
signaling,34 indicating that SMS1 is not the unique Golgi
protein, the expression pattern of which is altered on FasL
treatment. FasL did not change the SMS1 distribution pattern
when cells were incubated in the presence of zVAD-fmk
(Supplementary Figure 3). Thus, our data indicate that FasL
triggered a caspase-dependent redistribution and disappear-
ance of SMS1, suggesting that SMS1 is putatively degraded
by caspases in Fas signaling.
To further evaluate this hypothesis, western blot analyses
were performed to test whether SMS1 is cleaved by
caspases. Western blot using an anti-SMS1 antibody was
initially carried out on protein extracts derived from untreated
Figure 3 SMS1 is Golgi localized and relocated on FasL treatment. SMS1-V5-overexpressing (a and c) and mock-transfected (b) HeLa cells were labeled with anti-
GM130, anti-V5 or anti-SMS1 antibodies, as indicated. (c) Cells were incubated in the presence or absence of 125 ng/ml FasL for 8 h and labeled with indicated antibodies.
(a–c) Analyses were performed by confocal microscopy and data are representative of at least three independent experiments. Bars¼ 10mm
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and FasL-treated Jurkat cells. In lysates derived from
untreated cells, two main bands of approximately 50 and
55 kDa were revealed. In protein extracts derived from FasL-
treated cells, the SMS1 expression pattern was modified, with
a loss of the upper band and an increase of a 20 kDa band,
pointing to a cleavage of endogenous SMS1 in Fas signaling
(Figure 4a). Incubation of HeLa cells stably expressing V5-
tagged SMS1 with FasL triggered the appearance of two
bands of about 36 and 20 kDa, as revealed by an anti-V5
antibody (Figure 4b). zVAD-fmk prevented the generation of
these bands, indicating a caspase-dependent cleavage of
SMS1 in Fas signaling (Figure 4b). To determine which
caspase(s) might be involved in SMS1 cleavage, we carried
out in vitro experiments by incubating protein extracts derived
from HeLa cells overexpressing V5-tagged SMS1 in the
presence of different active recombinant caspases. All tested
caspases were active toward endogenous caspase-3 and/or
-7 (Figure 4c). Various caspases including caspase-2, -7, -8
and -9, but not caspase-3 and -10, cleaved SMS1 as revealed
by the anti-V5 antibody (Figure 4c). In addition, caspase-2,
-8 and -9 cleaved recombinant human SMS1, further
suggesting that SMS1 could be a direct substrate of those
initiator caspases (Figure 4d).
Collectively, our data indicate that at least three initiator
caspases, caspase-2, -8 and -9, and the effector caspase-7
may cleave and inactivate SMS1 in Fas signaling.
SMS1 knockdown enhances FasL-induced ceramide
increase and apoptosis in Jurkat and HeLa cells. To
evaluate whether the inhibition of SMS1 may be a causal
event in FasL-induced ceramide generation and apoptosis
rather than a simple consequence of cell death, we initially
knocked down SMS1 expression in Jurkat cells. Jurkat cell
lines stably expressing siRNA against SMS1 have been
recently characterized.33 Expression of SMS1 mRNA in the
SMS1 knockdown (KD) Jurkat variant (SMS1 KD) was
reduced by approximately 40% as evaluated by quantitative
real-time PCR33 and analytical RT-PCR (Figure 5a),
compared with Jurkat cells stably transfected with
scrambled siRNA (control). It is noteworthy that SMS2
mRNA was not detected by RT-PCR in both control and
SMS1 KD Jurkat cells (Figure 5a). SMS1 KD Jurkat cells
showed approximately 40% reduction in SMS activity but
retained normal GCS activity as compared with control Jurkat
cells (Figure 5b; Jin et al.33). Notably, the two variants
showed a similar expression of Fas, FADD, caspase-8, -3
and -7, PARP and RIP, as evaluated by flow cytometry and
western blotting (data not shown). Whereas SMS1
knockdown did not significantly impair the basal ceramide
content (Figure 5c), the level of total SM was reduced by
15–20% in SMS1 KD as compared with that in control Jurkat
cells (data not shown; Jin et al.33). Upon FasL treatment, the
increase in ceramide (Figure 5c and d) and the decrease in
SM (Figure 5d) levels became further pronounced in SMS1
KD Jurkat cells.
SMS1 KD Jurkat cells and control cells were analyzed to
further evaluate the importance of SMS inhibition in FasL-
induced cell death. The knockdown of SMS1 clearly sensi-
tized Jurkat cells to FasL-induced cell death (Figure 5e and f).
In HeLa cells, transient SMS1 knockdown was accompanied
by substantial SMS activity reduction (Figure 6a) and
significantly sensitized cells to FasL-induced apoptosis
(Figure 6b).
SMS1 overexpression impairs FasL-induced ceramide
increase and apoptosis in HeLa cells. We next evaluated
the impact of SMS1 overexpression on FasL-induced
ceramide production and cell death in HeLa cells.
Compared with mock-transfected cells, HeLa cells
overexpressing V5-tagged SMS1 showed a higher SMS
activity and a lower GCS activity (Figure 6c). Moreover,
SMS1 overexpression strongly impaired FasL-induced
toxicity (Figure 6d) and ceramide increase (Figure 6e). It is
noteworthy that HeLa cells overexpressing SMS1 were
resistant toward all tested FasL concentrations (15–500 ng/
ml) (Figure 6d). The resistance conferred by SMS1
overexpression was associated with a significant
attenuation of FasL-induced apoptosis (Figure 6f). Finally,
Figure 4 SMS1 is cleaved upon FasL treatment in a caspase-dependent
manner. (a) Jurkat cells (clone A3) were incubated for 4 h in the presence or
absence of FasL (500 ng/ml). Proteins (50mg) were analyzed by western blot using
anti-SMS1 antibody. (b) Mock-transfected and SMS1-V5-overexpressing HeLa
cells were incubated for 8 h in the presence or absence of FasL (500 ng/ml) and
40mM zVAD-fmk as indicated. Proteins (50mg) were analyzed by western blot
using anti-V5 antibody. It is noteworthy that the lowest band was detected only after
overexposure of the membrane. (c) Protein detergent extracts (200mg) prepared
from SMS1-V5-overexpressing HeLa cells were incubated for 90min in the
presence or absence (none) of 3 U active recombinant caspase-2, -3, -7, -8, -9 and
-10 (c2, c3, c7, c8, c9 and c10). Proteins (50mg) were analyzed by western blot
using anti-V5, anti-SMS1, anti-casp-7, anti-casp-3 and anti-b-actin antibodies.
(d) Recombinant SMS1 (100 ng) was incubated in the presence or absence (none)
of 3 U active recombinant caspase-2, -8 and -9 (c2, c8 and c9) and was analyzed by
western blot using anti-SMS1 antibody. (a–d) Arrowheads indicate the cleaved
forms and data are representative of two independent experiments
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transfection of SMS1 siRNA substantially decreased the
overexpressed SMS1 and significantly sensitized cells to
FasL (Figure 6g). The role of SMS2 in FasL-induced
apoptosis has also been investigated in HeLa cells. Our
findings indicate that, under certain experimental conditions,
SMS2 may also negatively regulate FasL-induced apoptosis
(Supplementary Figure 4).
Altogether, our results show that an increased SMS1
expression can confer resistance of cancer cells to FasL,
whereas its decrease can sensitize cells.
SMS1 inhibits FasL-induced caspase activation. To
delineate the molecular mechanisms involved in the
inhibition of FasL-induced cell death mediated by SMS1,
we analyzed caspase activation in SMS1 KD (Figure 7a) and
SMS1 overexpressing (Figure 7b) cells on FasL treatment.
Although caspase-3 and PARP cleavage was enhanced in
SMS1 KD Jurkat cells (Figure 7a), it was significantly
reduced in SMS1 overexpressing HeLa cells (Figure 7b).
Accordingly, the efficiency of caspase-3 processing (that is,
the disappearance of the proform and appearance of the
active p17 form) inversely correlated with SMS1 expression.
In addition, whereas SMS1 knockdown increased caspase-8
processing (Figure 7a), the caspase-8 cleavage remained
poorly affected by SMS1 overexpression (Figure 7b). Of
particular interest was the fact that FasL-induced caspase-9
Figure 5 SMS1 silencing enhances FasL-induced ceramide production and apoptosis. (a) SMS1, SMS2 and GAPDH mRNA expression in SMS1 knockdown (KD) and
control (Ct) Jurkat cells was analyzed by RT-PCR. Vectors (V) containing either SMS1 or SMS2 cDNA were used as positive controls for PCR. (b) SMS1 KD and control Jurkat
cells were incubated in the presence of 2.5mM C6-NBD-ceramide for 2 h. SMS and GCS activities were determined by quantifying fluorescent SM and GlcCer. SMS and GCS
activities in SMS1 KD Jurkat cells are expressed as the percentage of those measured in control cells. Data are means±S.E.M. of three independent experiments. (c) Cells
were incubated for indicated times in the presence or absence of 100 ng/ml FasL. Ceramide content was determined by DAG kinase assay (means±S.E.M., n¼ 4). (d) Cells
were labeled with 0.33 mCi/ml [3H]sphingosine for 72 h. After a 2 h chase, cells were incubated in the presence or absence of 100 ng/ml FasL for 4 h. Lipids were extracted,
separated by TLC, and the radioactivity associated with sphingomyelin (SM) and ceramide (Cer) was quantified. The radioactivity of each lipid is expressed as the percentage
of total sphingolipids present in the organic phase. Values are means±S.E.M. of duplicate determinations. Similar data were obtained in two other experiments. (e and f)
SMS1 KD and control Jurkat cells were incubated for 8 h with FasL (100 ng/ml), (e) or at indicated concentrations (f) and were analyzed by flow cytometry after Annexin V-FITC
and propidium iodide labeling. Percentages of Annexin-V-positive and propidium-iodide-negative (low right quadrants) and propidium-iodide-positive cells (upper quadrants)
are indicated (e). Values are means±S.E.M. of three independent experiments (f). *Po0.05
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cleavage was greatly enhanced in SMS1 KD Jurkat cells
(occurring 2 h before and being complete by 8 h; Figure 7a)
but was significantly prevented by SMS1 overexpression
in HeLa cells (with no detectable cleavage at 4 h; Figure 7b).
In addition, FasL-triggered cytochrome c release was
significantly decreased in SMS1-overexpressing HeLa cells
as compared with that in mock-transfected cells (data not
shown).
Collectively, our data indicate that SMS1 modulates
caspase cascade activation on FasL treatment, acting most
likely at the mitochondrial level.
Discussion
This study supports the notion that FasL-induced inhibition of
SMS alters the cellular sphingolipid pattern, including SM
Figure 6 SMS1 levels in HeLa cells correlate with protection against FasL-induced cell death. (a and b) HeLa cells were transfected with control siRNA (si cnt) or siRNA to
SMS1 (si SMS1) and were further incubated for 72 h. (a) Specific SMS activity was measured on 200mg protein extracts (basal activity: 328±62 pmol/h/mg) and results
obtained in cells transfected with siRNA to SMS1 are expressed as the percentage of cells transfected with control siRNA. (b) Cells were further incubated for 8 h in the
presence or absence of FasL (125 ng/ml). The proportion of cells exhibiting apoptotic nuclei was evaluated by microscopic analysis. (a and b) Data are means±S.E.M., n¼ 3.
(c) In situ SMS and GCS activities were measured in mock-transfected (pcDNA3.1) and SMS1-V5-overexpressing (SMS1-V5) HeLa cells. Data obtained in SMS1-
overexpressing HeLa cells are expressed as the percentage of those measured in control cells (mean±S.E.M., n¼ 3). (d and e) Cells were incubated for 8 h in the presence
or absence of FasL (125 ng/ml or the indicated concentrations). Cell viability (d) and ceramide level (e) were assessed by MTT assay and by the DAG kinase method,
respectively. Results are expressed as the percentage of untreated cells for each cell line: (d) left, data are means±S.E.M. of three determinations from a representative
experiment; (d right and e) data are means±S.E.M. of three independent experiments. (f) Proportion of apoptotic nuclei in mock-transfected (pcDNA3.1) and SMS1-V5-
overexpressing (SMS1-V5) HeLa cells incubated for indicated times in the presence or absence of 125 ng/ml FasL (mean±S.E.M., n¼ 3). (g) SMS1-overexpressing HeLa
cells were transfected with control siRNA (si cnt) or siRNA to SMS1 (si SMS1) and were further incubated for 72 h. Inset, western blot on 50mg protein extracts using anti-V5 or
anti-b-actin antibodies. Cells were further incubated for 8 h in the presence or absence of FasL (125 ng/ml) and the proportion of cells exhibiting apoptotic nuclei was evaluated
(means±S.E.M., n¼ 3). *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001
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decrease and ceramide increase, and contributes to cell death
induction.
FasL-induced SMS inhibition occurred before apoptosis
induction and ceramide generation through a caspase-
dependent process and was strongly impaired in caspase-8-
deficient cells but not in caspase-9-deficient cells. Thus, SMS
inhibition appears as a proximal event in Fas signaling that
primarily occurs in between the activation of caspase-8 and
caspase-9. In addition, our data indicate that SMS1 is a
putative target of at least the effector caspase-7 and three
initiator caspases including caspase-2, -8 and -9. We also
provide evidence for the first time that, similar to the
overexpressed V5-tagged enzyme (see Figure 3a and
Huitema et al.18), endogenous SMS1 colocalizes with a Golgi
marker (see Figure 3b), further arguing that SMS1 is indeed a
Golgi protein. On FasL treatment, SMS1 relocalized through-
out the cytoplasm in cells exhibiting nuclear condensation.
Moreover, the loss of SMS1 expression in late apoptotic
cells (that is, exhibiting nuclear fragmentation) is in favor of
SMS1 proteolysis, in agreement with our western blot
analyses indicating caspase-dependent SMS1 cleavage in
Fas signaling (see Figure 4b).
The possibility that inhibition of SM synthesismay represent
an important event in FasL-induced cell death signaling is
highlighted by the enhanced sensitivity of SMS1 KD Jurkat
cells to FasL. These data may seem at odds with a previous
report showing FasL resistance of a mouse leukemia cell line
(WR19L) deficient for SMS activity.28 In this particular mouse
cell line, the reduction of SM synthesis was accompanied by a
strong SM depletion in membranes, notably within lipid rafts.
Thus, the initiation of Fas signaling was greatly compromised,
most likely as the consequence of altered biochemical and
biophysical properties of the plasma membrane. SM break-
down through acidic SMase has indeed been reported as an
essential event for ceramide generation at the cell surface,
facilitating Fas capping.11,35 The reduced SM content in
WR19Lmay be limiting for ceramide generation by SMase. As
amatter of fact, early events in Fas signaling, such as receptor
aggregation and capping, were impaired in SMS-deficient
WR19L cells.28 In this study, we used SMS1 KD Jurkat cells,
which exhibited an approximately 40% inhibition of SMS
activity and a 15% reduction of the total intracellular pool of
SM. Thus, one can speculate that the remaining 85%SMs are
sufficient for the proper relocation of Fas within the plasma
membrane on FasL treatment.
In the S49 mouse lymphoma cell line, pharmacological
(using U18666A) disturbance of cholesterol transport and lipid
rafts was accompanied by an approximately 80% decrease in
SM biosynthesis without affecting FasL-induced apoptosis.27
One should note that, under these particular experimental
conditions, no direct effect on SMS enzyme activity
was observed,27 in sharp contrast to our current study (see
Figure 2b, d and Supplementary Figure 2C). In addition, we
cannot rule out the possibility that the inhibition of SMS activity
may enhance FasL-induced apoptosis in a cell-type-depen-
dent manner. Our present study indicates that at least two
human cancer cell lines (that is, Jurkat and HeLa cells) can be
sensitized to FasL-induced apoptosis by silencing SMS1.
Furthermore, the SMS2 knockdown in HeLa cells slightly
enhanced FasL-induced apoptosis, although to a lesser
extent as compared with SMS1 knockdown.
The high sensitivity of SMS1 KD Jurkat cells to FasL-
induced apoptosis was associated with an exacerbated SM
decrease and ceramide increase on Fas cross-linking. The
inhibition of SM synthesis may favor ceramide accumulation
by preventing the conversion of newly formed ceramide
(derived from SM breakdown and/or de novo ceramide
synthesis) into SM. Moreover, overexpressing SMS1 in HeLa
cells altered FasL-induced ceramide generation and cell
death, whereas transfection by siRNA against SMS1 sensi-
tized HeLa cells to FasL. Thus, our data support the
conclusion that SMS1 behaves as a key regulator of FasL-
induced ceramide generation and cell death. In our study, total
intracellular DAG levels were not significantly affected in
Figure 7 SMS1 inhibits FasL-triggered caspase cascade activation. Control
and SMS1 KD Jurkat cells (a), and mock-transfected and SMS1-overexpressing
HeLa cells (b) were incubated for the indicated times in the presence of 100 ng/ml
FasL. Proteins were extracted and analyzed by western blotting using anti-caspase-
8, anti-caspase-9, anti-caspase-3, anti-PARP and anti-b-actin antibodies. Arrow-
heads indicate cleaved forms. Results are representative of two independent
experiments
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Jurkat and HeLa cells on FasL treatment (data not shown).
However, the possibility that FasL triggers a selective
decrease in the DAG pool localized at the Golgi cannot be
ruled out. Indeed, a recent report indicates that an inhibition of
SMS expression by siRNA in HeLa cells may affect DAG at
the Golgi, whereas total DAG remains unchanged.36
Stimulation of CD95 can activate neutral and acidic
SMases, both of which catalyze SM breakdown to cera-
mide.31 Whereas there is no genetic evidence for (or against)
a role of neutral SMases in CD95-mediated cell death,
mutations in Smpd1, which encodes acidic SMase, have
been associated with alterations of CD95 signaling both in
human and mouse cells, suggesting a putative role of acidic
SMase in CD95 signaling (for review, see Segui et al.11).
Whereas this matter is still debated,11 this study proposes a
novel mechanism that may contribute to SM decrease and
ceramide increase in Fas signaling.
SMS inhibition occurred as early as 15min after FasL
treatment, whereas ceramide increase was detected after 1 h
(see Figure 2b). There might be at least two explanations for
this apparent discrepancy. First, during the first hour, despite
SMS inhibition, ceramide did not accumulate because it can
be metabolized by other sphingolipid metabolizing enzymes
(such as GCS, which was not or poorly inhibited in Fas
signaling; Supplementary Figure 2). This hypothesis is
unlikely, as the ceramide produced on Fas cross-linking does
not serve as a substrate for GCS.12 A second possibility would
be that subtle changes in the ceramide concentration in the
Golgi apparatus, in which SMS1 resides, may not be detected
either by the DAG kinase assay or by the mass spectrometry
method, both of which evaluate the total intracellular
ceramide. Only more pronounced changes could be detected
at later time points.
Ceramide is considered as a bioactive molecule in cell
death signaling, possibly acting as a modulator of membrane
structure and dynamics.11,37 The cytotoxic mechanisms
initiated by ceramide are not yet fully elucidated. The
ceramide derived from cell-surface SM breakdown, as a
consequence of acidic SMase secretion, has been proposed
to be involved in Fas capping and DISC formation. Ceramide
or its metabolites can also act intracellularly in signal
transduction by activating mitochondrial events including
cytochrome c and AIF release, as well as ROS production.
As a matter of fact, low concentrations (5–10 mM) of C16-
ceramide triggered apoptosis in wild-type and in caspase-8-
deficient (I9-2e cells) cells but not in caspase-9-deficient (JMR
cells) Jurkat cells (Lafont, Dupont, Se´gui, unpublished
observation). Furthermore, ceramide can promote an in-
crease in lysosomal membrane permeability, autophagic cell
death and endoplasmic reticulum stress.11 In this study, FasL-
triggered caspase cascade activation was enhanced in SMS1
KD Jurkat cells and was partially inhibited in SMS1-over-
expressingHeLa cells (see Figure 7). Although the processing
of caspase-8 was not drastically changed by themodulation of
SMS1 expression, the cleavage of initiator caspase-9 was
markedly affected. Moreover, FasL-triggered cytochrome c
release was significantly decreased in SMS1-overexpressing
HeLa cells as compared with that in mock-transfected cells
(data not shown). The latter observation indicates that the
ceramide derived from the inhibition of SMS1 preferentially
affects the mitochondrial pathway and caspase-9 activation.
The molecular link between mitochondria and a sphingolipid-
metabolizing enzyme localized at the Golgi remains to be
established. It has been recently reported that soon after Fas
engagement, elements of the Golgi complex intermix with
mitochondria in Jurkat cells.38 Moreover, ceramide has been
shown to trigger Golgi fragmentation.39 Thus, it is tempting to
speculate that the ceramide derived from the inhibition of
SMS1 might contribute to Golgi fragmentation and intermix
with mitochondria (or mitochondria-associated membranes).
Whether ceramide increase, as a result of SMS inhibition,
contributes to FasL-induced apoptosis remains to be demon-
strated.
SMS2 was not as potent as SMS1 in negatively regulating
FasL-induced apoptosis in HeLa cells (see Supplementary
Figure 4). The overexpression of either SMS1 or SMS2 was
accompanied by a similar increase in in situ SMS activity as
compared with that in mock-transfected cells (see Supple-
mentary Figure 4 and Figure 6). It is noteworthy that SMS2,
but not SMS1, shows both SM and ceramide phosphoetha-
nolamine synthase activity.40 We cannot rule out the
possibility that SMS2 dual activity modulates Fas signaling.
Moreover, in sharp contrast to SMS1, SMS2 has been
reported to be mainly localized at the plasma membrane.18
Thus, one can speculate that early SMS1 relocation (most
likely as a consequence of Golgi fragmentation) in Fas
signaling contributes to the inhibition of de novoSM synthesis,
thereby enhancing apoptosis signaling. Finally, because
SMS1 is able to modulate vesicular transport from the Golgi
to the plasma membrane,36 FasL, notably through SMS1
inhibition, may alter vesicular trafficking (an essential biologi-
cal process for cell survival)41 and thereby enhance cell death.
In summary, inhibition of SM synthesis might facilitate
FasL-induced ceramide increase and cell death in cancer
cells. A working hypothesis is to consider that SMS1 inhibition
occurs downstream of caspase-8 activation and that the
subsequently accumulated ceramide enhances FasL-induced
caspase-9 activation and cell death. In humans, SMS activity,
together with GCS activity, is increased in chemoresistant
leukemia cells.22 Interfering with SMS activity may represent
an interesting therapeutic strategy to sensitize cells for the
induction of apoptosis.
Materials and Methods
Reagents. Final concentrations or dilutions and sources of reagents were as
follows: zVAD(OMe)-fmk (40mM) was purchased from Bachem (Voisins-Le-
Bretonneux, France); polyclonal anti-SMS1 raised against a peptide derived from
SMS1 was from Exalpha-Servibio (Meudon, France) and was used at 1 : 500
dilution; polyclonal anti-caspase-3 (10 mg/ml) was obtained from Dako (Trappes,
France); monoclonal anticaspase-8 (clone 1C12), polyclonal anticaspase-7 and
polyclonal anti-PARP were purchased from Cell Signaling Technology (Saint-
Quentin-en-Yvelines, France) and were used at 1 : 1000 dilution; monoclonal anti-
V5 (0.2mg/ml) was from Invitrogen (Cergy Pontoise, France); monoclonal anti-b-
actin (clone AC-15; 5mg/ml) was from Sigma (St. Quentin Fallavier, France). For
microscopic analysis polyclonal anti-SMS1 raised against full-length recombinant
SMS1 was from Exalpha-Servibio and was used at 1 : 50 dilution; anti-GM130 was
from Santa Cruz Biotechnology-Tebu (Le Perray-en-Yvelines, France) and was
used at 1 : 50 dilution; monoclonal anti-V5 was from Invitrogen and was used at
1 : 200 dilution. Anti-mouse, -rabbit and -goat IgGs conjugated with either Alexa 488,
633 or 647 were purchased from Molecular Probes Inc./Invitrogen and were used at
1 : 500 dilution. Human recombinant FasL was obtained from Abcys (Paris, France).
Alternatively, mouse FasL produced in the supernatant of Neuro-2A cells stably
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transfected with a plasmid encoding FasL42 was used. Similar data were obtained
using mouse or human FasL.
Cell lines. Parental Jurkat T leukemia cells (A3) and derived cell lines deficient
for caspase-8 (I9-2)43 were kindly provided by Dr. J Blenis (Boston, MA, USA). I9-2d
and I9-2e cells were isolated by limiting dilution experiments from I9-2 cells as
previously described.8 Caspase-9-deficient Jurkat cells (clone JMR) were previously
characterized.32 Jurkat cells were stably transduced by a retroviral vector encoding
either a scrambled (ATTGAAAAAGACACGCGCC) (control cells) or human SMS1
siRNA (GCCCAACTGCGAAGAATAA) (SMS1 KD cells).33 HeLa cells stably
overexpressing human SMS1 harboring the V5 tag at the C terminus18 were kindly
provided by Dr. J Holthuis (Utrecht, the Netherlands). The cells were transiently
transfected with either 50 nM siRNA (siRNA On-Target SMARTpool) against SMS1
(Perbio, Brebie`res, France) or control (Non-Targeting SMARTpool) siRNA using
Hiperfect reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France), following the manufacturer’s
instructions.
Analysis of mRNA expression. Total RNA was isolated from Jurkat cells
using the Qiagen RNeasy kit and reverse transcribed using oligo(dT)15 (Promega,
Charbonnie`res, France) and Superscript II (Invitrogen), as recommended by the
manufacturers. cDNAs were analyzed by quantitative real-time PCR using specific
primers for SMS1, SMS2 and GAPDH (Qiagen) and the Power SYBR Green PCR
Master mix (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Mixtures were loaded in a
TaqMan 7900 (Applied Biosystems) and amplification was performed according to
the manufacturer’s instructions. Alternatively, cDNAs were amplified by 30 PCR
cycles using GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega) and specific primers for
SMS1 (forward primer: 50-CATTTCAACTGTTCTCCGAAGC-30; reverse primer: 50-
CCATAGTGTGATACCACCAG-30), SMS2 (forward primer: 50-TTAATCTGCTGGC
TGCTGAG-30; reverse primer: 50-ACCAATCTTCTGAACCCGTG-30) and GAPDH
(forward primer: 50-AACATCATCCCTGCCTCTACTG-30; reverse primer: 50-TTGA
CAAAGTGGTCGTTGAGG-30). cDNA prepared from human skin fibroblasts and
vectors carrying human cDNA for SMS1 and SMS2 were used as positive controls.
Amplifications were performed in a thermal cycler (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) and amplification products were analyzed after migration into a 0.8%
agarose gel, followed by ethidium bromide staining.
Flow cytometry analyses. Phosphatidylserine externalization was evaluated
by labeling cells with Annexin V-FITC (250 ng/ml) and propidium iodide (12.5mg/ml)
(Immunotech, Marseille, France) for 10min at 41C. Analyses were performed on a
FACScan cytometer (Becton Dickinson, Le Pont-De-Claix, France).8
MTT assay. Viability was evaluated by the tetrazolium-based MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. Cells were seeded in
flat-bottom 96-well plates (106 cells per ml, 100ml per well) for indicated times at
371C. MTT (0.5 mg/ml; Sigma) was added during the last 2 h. Formazan crystals
were solubilized overnight at 371C by adding 100ml of solubilization buffer
(0.01 N HCl, 10% SDS) and quantified spectrophotometrically using an ELISA
reader (l¼ 560 nm).
Protein extraction and western blotting analyses. For total
protein extraction, 5" 106 cells were lysed for 30min on ice in a buffer
containing 50mM HEPES (pH 7.5), 150mM NaCl, 10% glycerol, 1% Triton X-100,
0.5% deoxycholate, 1 mM NaVO4, 10mM b-glycerophosphate, 50mM NaF, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 mg/ml leupeptin, 2mg/ml pepstatin A and 10mg/ml
aprotinin. Samples were centrifuged at 3500" g at 41C for 10min. Supernatants
were collected and protein content was determined by the Bradford method
(Bio-Rad). For western blot analyses, equal amounts of proteins were separated on
12.5% SDS-PAGE.
Determination of in situ SMS andGCS activities. Jurkat cells (1" 106)
were incubated in 1 ml RPMI 1640 medium containing 10% fetal calf serum (FCS)
and 2.5mM C6-NBD-ceramide (Sigma) solubilized in ethanol. After incubation at
371C for 2 h, the reaction was stopped and lipids were extracted from the cells and
the medium by adding 5ml of chloroform/methanol (2 : 1, v/v). After centrifugation
(1000" g, 10 min), the lower phases were dried under nitrogen and resolved by
analytical thin layer chromatography (TLC) developed in chloroform/methanol/30%
ammonia (70 : 30 : 5, by vol). C6-NBD-ceramide, C6-NBD-GlcCer and C6-NBD-SM
were eluted from the silica and quantified spectrofluorometrically (lex¼ 470 nm and
lem¼ 530 nm).
Determination of in vitro SMS activity. Jurkat cell pellets were
resuspended in water and briefly sonicated. Cell lysates (200mg proteins) were
incubated with 250 ml reaction buffer (50mM HEPES, 5mM MgCl2, 5 mM MnCl2,
1 mM EDTA). Liposomes (250ml) containing 400 mM PC (Sigma) and 20mM C6-
NBD-ceramide in BSA were added. After 1 h incubation at 371C, the reaction was
stopped by adding 2.5 ml chloroform/methanol (2 : 1, v/v). Fluorescent lipids were
next analyzed by TLC as described earlier.
Cell-free assays of proteolysis. Cell pellets derived from HeLa cells
overexpressing SMS1-V5 were resuspended in lysis buffer (10 mM HEPES-KOH
(pH 7.4), 42mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5% CHAPS, 1 mM PMSF, 2mg/ml
leupeptin). After a brief sonication and centrifugation (10 000" g, 10 min), 200 mg
proteins were incubated for 90min at 371C in the presence of three units (as defined
by the manufacturer) of active recombinant caspases (Abcys). Alternatively, 100 ng
of recombinant GST-tagged SMS1 (Abnova, Montluc¸on, France) was incubated for
90min at 371C in the presence of three units of active recombinant caspases in lysis
buffer. The reaction was stopped by freezing the samples down on liquid nitrogen
and proteins were analyzed by western blot.
Ceramide and diacylglycerol mass measurement. Lipids were
extracted as described above. Ceramide mass was determined as previously
reported44 using Escherichia colimembranes as a source of DAG kinase (a kind gift
from Dr. D Perry and Dr. YA Hannun; Charleston, NC, USA). Radioactive ceramide-
1-phosphate and phosphatidic acid were isolated by TLC using chloroform/acetone/
methanol/acetic acid/water (50 : 20 : 15 : 10 : 5, by vol) and then scraped before
counting radioactivity by liquid scintillation.
Alternatively, ceramide was determined by liquid chromatography–mass
spectrometry. Jurkat cells (5" 106) (clone A3) were sedimented, washed in PBS
and transferred into glass vials. Sphingolipid extracts, fortified with internal
standards, were prepared and analyzed by liquid chromatography–mass spectro-
metry using a Waters Aquity UPLC system connected to a Waters LCT Premier
orthogonal accelerated time-of-flight mass spectrometer (Waters, Milford, MA,
USA), operated in positive electrospray ionization mode under the conditions
previously reported.45
Metabolic labeling of sphingolipids. Cells (3" 106) were incubated for
48–72 h in the presence of 0.33mCi/ml [3H]sphingosine (PerkinElmer, Villebon-sur-
Yvette, France) to label sphingolipids to equilibrium. Lipids were extracted and
separated by TLC using chloroform/methanol/water (100 : 42 : 6, by vol).
Radiolabeled sphingolipids were detected using a Berthold radiochromato-
scanner, identified using lipid standards and then scraped before counting
radioactivity by liquid scintillation. Alternatively, 3" 106 cells were incubated for
48–72 h in the presence of 1 mCi/ml [3H]choline (PerkinElmer) to label SM and PC to
equilibrium. The extracted SM and PC were separated by alkaline hydrolysis as
previously described.46
De novo SM synthesis. Cells (3" 106) were incubated in the presence of
[3H]choline (1 mCi/ml) for 4 h to allow PC labeling and were further incubated for
indicated times in the presence or absence of FasL. The cells were then sedimented
at 41C by low-speed centrifugation, and cell pellets were immediately frozen at
#201C. [3H]choline-labeled SM was next quantified after alkaline methanolysis as
previously described.46
Morphological analysis. Cells were half-diluted in a Trypan blue dye
solution (0.4% in PBS) for 5 min and analyzed under a light microscope. At least 300
cells were examined and the percentage of cells exhibiting apoptotic nuclei (i.e.,
condensed and/or fragmented nuclei) was determined. The percentage of Trypan
blue-positive cells did not increase during the first 4 h of incubation with FasL.
Alternatively, Jurkat and HeLa cells were grown on polylysine slides (VWR, Val
de Fontenay, France) and glass coverslips, respectively. Cells were further
incubated in the presence or absence of FasL as indicated, fixed in PBS containing
4% (w/v) paraformaldehyde for 15min, permeabilized with PBS 0.1% (w/v) Triton
X-100 for 15min and counterstained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1mg/
ml) to visualize nuclei. ProLong Gold anti-fade reagent (Invitrogen) was used to
mount coverslips on slides and cells were examined under a Leica (Wetzlar,
Germany) fluorescence-equipped microscope using a " 40-oil objective. At least
300 cells were examined and the percentage of cells exhibiting apoptotic nuclei was
determined.
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Confocal microscopy. HeLa cells were grown on glass coverslips for 24 h in
DMEM supplemented with 10% FCS. Cells were incubated for 1 h with or without
40mM zVAD-fmk and were further incubated for 8 h in the presence or absence
of 125 ng/ml FasL. The indirect immunofluorescence protocol was carried out at
room temperature as follows: cells were fixed in PBS containing 4% (w/v)
paraformaldehyde for 15min, permeabilized with PBS 0.1% (w/v) Triton X-100 for
15min, washed in PBS and stained for 1 h with primary antibodies diluted in PBS.
After several washes in PBS, appropriate secondary antibodies were added for 1 h.
Cells were also counterstained with DAPI (1mg/ml) to visualize nuclei. ProLong
Gold anti-fade reagent (Invitrogen) was used to mount coverslips.
The cells were examined under a Zeiss (Go¨ttingen, Germany) 510 confocal
microscope using ! 63-oil objective lens.
Statistical analysis. Results are expressed as means±S.E.M. of at least
three independent determinations per experiment. Mean values were compared
using Student’s t-test. Differences were considered to be statistically significant
when Po0.05 (*Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001; NS: not significant).
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II.2. Conclusion de l’article 2 :  
 
 
Dans cette étude, nous avons mis en évidence que la SMS1, seule isoforme exprimée 
dans les cellules Jurkat, est inhibée dès 15 minutes après le début de la stimulation par 
CD95L, en fonction du temps et de la dose. Le début de cette inhibition est antérieur à 
l’élévation de céramide et à la diminution du taux de SM, elles-mêmes concomitantes à 
l’apparition de noyaux à morphologie apoptotique. Ceci indique que cette inhibition n’est pas 
une simple résultante de la mort cellulaire. De plus, l’inhibition de l’activité de synthèse de 
SM est un événement relativement proximal dans la signalisation de CD95, étant donné 
qu’elle a lieu en aval de l’activation de la caspase 8 mais en amont de celle de la caspase 9. La 
SMS1, qui est une enzyme Golgienne, subit une relocalisation dans le cytoplasme dans des 
cellules présentant une condensation chromatinienne tandis qu’elle n’est plus détectée dans 
des cellules à noyaux fragmentés. Ces différents phénomènes sont également observés pour la 
protéine Golgienne GM130, avec laquelle la SMS1 est colocalisée. Par ailleurs, la SMS1 est 
clivée au cours de l’apoptose et les caspases 2, 8, 9 et 7, mais pas les caspases 3 et 10, 
pourraient être responsables de ce clivage. Ces différentes données indiquent ainsi que la 
SMS1 est une enzyme qui est soumise au démantèlement de l’organite dans lequel elle réside 
au cours de l’apoptose, ce qui pourrait participer à une diminution de l’accessibilité de ses 
substrats, et donc à une inhibition de l’activité de synthèse de SM par défaut de substrat. Des 
données supplémentaires indiquent également que la synthèse de phosphatidylcholine, 
substrat des SMS, est également inhibée en présence de CD95L, ce qui constitue un second 
mécanisme d’inhibition de l’activité SMS. Par ailleurs, cette enzyme est clivée de façon 
caspase-dépendante au cours de l’apoptose, ce qui pourrait potentiellement avoir un effet 
inhibiteur sur son activité enzymatique spécifique. Ces différents phénomènes, sans en être 
nécessairement les seuls responsables, pourraient donc contribuer à l’inhibition de l’activité 
de synthèse de la SM dépendante de CD95.  
 
La modulation de l’expression de la SMS1 dans deux modèles de cellules cancéreuses 
nous a permis de mettre en évidence son rôle fonctionnel dans la signalisation de CD95. 
Ainsi, la diminution de l’expression de la SMS1 dans des cellules Jurkat favorise 
l’accumulation de céramide, l’activation des caspases, en particulier des caspases 9 et 3 et 
l’apoptose dépendante de CD95. A l’inverse, la surexpression de la SMS1 dans des cellules 
HeLa inhibe l’élévation de céramide, l’activation des caspases, en particulier des caspases 9 et 
3, et l’apoptose dépendantes de CD95. Par ailleurs, la diminution de l’expression de la SMS1 
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endogène sensibilise également des cellules parentales HeLa à l’apoptose induite par CD95L. 
Ces observations suggèrent donc que moduler l’expression de la SMS1 est un moyen de 
réguler l’apoptose induite par CD95L dans deux types de cellules cancéreuses. Des données 
supplémentaires indiquent que la surexpression de la SMS2 n’induit pas de résistance 
significative à l’apoptose induite par CD95L dans des cellules HeLa. Toutefois, la diminution 
de l’expression de la SMS2 dans des cellules qui la surexpriment permet de les sensibiliser. 
La différence d’effet des SMS1 et 2 sur la signalisation de CD95 pourrait s’expliquer par leur 
différence de localisation cellulaire. Ainsi la SMS2 régule le pool de SM situé au niveau de la 
membrane plasmique tandis que la SMS1 est responsable de la synthèse de la SM Golgienne. 
Des variations des taux des différents lipides, substrats ou produits de la réaction, dans un 
compartiment subcellulaire particulier pourraient donc avoir un rôle particulièrement 
important dans la modulation de la réponse à CD95L. Par ailleurs, selon les expériences 
d’interférence à l’ARN réalisées dans cette étude et d’après les données de la littérature, la 
SMS1 est responsable de 60% de l’activité de synthèse de SM contre 40% pour la SMS2 dans 
les cellules HeLa, ce qui pourrait expliquer également l’effet plus modéré de la modulation de 
l’expression de cette dernière enzyme. Enfin, la SMS2, contrairement à la SMS1, possède 
également une seconde activité enzymatique de synthèse de céramide phosphoéthanolamine 
qui pourrait, elle aussi, avoir une influence différente vis-à-vis de la signalisation de CD95.  
 
Concernant les mécanismes possibles de la modulation de la signalisation de CD95 
par la SMS1, nous avons observé dans cette étude que l’activation des caspases 9 et 3 étaient 
particulièrement modifiées en réponse à CD95L suite à la modulation de l’expression de la 
SMS1, suggérant que l’intensité de l’activation de la voie mitochondriale soit plus 
particulièrement modulée par cette activité enzymatique. Par ailleurs, l’équipe du Dr Patrick 
Legembre, avec lequel nous collaborons, a mis en évidence que les cellules HeLa 
surexprimant la SMS1 présentaient une formation du DISC de CD95 diminuée en 
comparaison à des cellules contrôles (Figure 24). Ceci suggère que l’effet inhibiteur de 
l’expression de cette enzyme sur cette signalisation pourrait en partie être du à une 
modulation d’un ou plusieurs événements précoces. 
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Nos résultats indiquent que la sphingomyéline synthase 1 est un substrat des caspases 
fonctionnellement impliqué dans l’apoptose dépendante de CD95 dans les cellules Jurkat et 
HeLa. Comme évoqué dans la revue générale, il existerait deux grands groupes de types 
cellulaires, les cellules de type I et les cellules de type II (dont les cellules Jurkat et HeLa), qui 
différent par plusieurs aspects dans la signalisation de CD95. Etant donné que la régulation du 
taux de céramide et des sphingolipides plus complexes, dont la SM, par plusieurs enzymes du 
métabolisme sphingolipidique influence la signalisation de CD95,  nous avons réalisé des 
expériences préliminaires afin de déterminer si les cellules de type I ou II peuvent également 
être distingués selon leur métabolisme sphingolipidique. Des premiers résultats d’évaluation 
globale du métabolisme sphingolipidique par marquage métabolique à la sphingosine tritiée 
indiquent que les cellules de type I H9 et SKW6.4 convertissent moins de sphingosine tritiée 
en divers sphingolipides que les cellules de type II Jurkat et CEM (Figure 25). Aucune 
distinction ne pouvait, à l’inverse, être réalisée en fonction des taux de SM, GlcCer, LacCer 
ou céramide entre les deux groupes de cellules. Par ailleurs, le taux de deux espèces de 
sphingolipides, des gangliosides ne pouvant être clairement identifiés par ce protocole 
expérimental, semble varier de façon opposée dans les cellules de type I et de type II (Figure 
26).  
 
 
 
 
 
Figure 24 : Les HeLa SMS1 présentent 
une diminution de la formation du DISC 
de CD95. 20.106 cellules ont été stimulées à 
4°C (0 min) ou à 37°C (15 min) avec 1 µg/ml 
d’anticorps agoniste anti-CD95 monoclonal 
anti-APO 1-3 puis lysées. CD95 a été 
immunoprécicpité avec des billes recouvertes 
de protéine A et le complexe moléculaire 
associé à été analysé par électrophorèse (10% 
SDS-PAGE). Les anticorps utlisés sont 
indiqués. 20 µl de lysat total ont été déposés 
comme contrôle de quantité de protéine  
(Données de l’équipe du Dr Patrick 
Legembre). 
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Il serait intéressant d’une part d’identifier les gangliosides qui varient entre ces deux groupes 
de cellules, et d’autre part de réaliser une analyse plus exhaustive des glycosphingolipides 
ainsi que de poursuivre ces expériences dans d’autres cellules de type I et II, afin de 
déterminer si il s’agit de différences retrouvées de façon systématique entre les deux types 
cellulaires. Nous avons également évalué l’activité de synthèse de SM et de GlcCer in vitro 
dans les différents types cellulaires. Alors que l’activité GCS ne semble pas être différente 
entre les cellules de type I et de type II, l’activité de synthèse de SM est augmentée de façon 
significative dans les cellules de type I comparées aux cellules de type II (Figure 27). Bien 
Figure 25 : La conversion de la sphingosine en sphingolipides est inférieure dans les cellules de type I 
par rapport aux cellules de type II. 500 000 cellules Jurkat, H9, SW6.4 et CEM sont incubées en 
présence de [3H]-sphingosine (0,25 !Ci/ml) (PerkinElmer), un précurseur de la synthèse des 
sphingolipides, pendant 48 heures pour marquer les sphingolipides à l’équilibre. Des culots cellulaires sont 
ensuite réalisés. Les lipides sont extraits à partir des culots cellulaires. Les résidus lipidiques sont repris par 
20 !l de chloroforme/méthanol (2 :1, v/v) puis séparés par chromatographie sur couche mince dans un 
système de migration contenant chloroforme/méthanol/eau (100:42:6, v/v/v). La distribution des 
sphingolipides radiomarqués sur la plaque de chromatographie est analysée grâce à un 
radiochromatoscanner (Bertold). Les différents sphingolipides sont ensuite quantifiés par scintillation. 
 Les données sont des moyennes +/- E.S.M de 2 à 3 expériences indépendantes sur chacune des lignées (2 
de type I et 2 de type II). 
Figure 26 : Les cellules de type I et II présentent des différences de synthèse de certains 
glycosphingolipides. Les données sont des moyennes +/- E.S.M de 2 à 3 expériences indépendantes sur 
chacune des lignées. 
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que ceci ne semble pas avoir d’impact sur la production de SM en basal, puisqu’aucune 
différence de contenu en SM radiomarquée évaluée par marquage à la sphingosine tritiée n’a 
pu être détectée (données non montrées), il est envisageable que ceci soit important dans le 
cas de stress cellulaires au cours desquels les taux de substrats peuvent varier. Il pourrait donc 
être intéressant d’évaluer également le métabolisme des sphingolipides de façon plus 
exhaustive et précise par spectrométrie de masse, dans ces différents types de cellules et en 
condition de stress cellulaire, notamment sous CD95L ou d’autres ligands de DR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27 : Les cellules de type I ont une 
activité spécifique de synthèse de SM plus 
élevée que les cellules de type II.  Les données 
sont des moyennes +/- E.S.M de 6 expériences 
indépendantes (3 pour chaque lignée). 
!
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III. La sphingomyéline synthase 1 inhibe l’apoptose induite par 
TRAIL dans les cellules cancéreuses. 
 
III.1. Contexte de l’étude :  
 
Plusieurs études indiquent que des élévations de céramide, attribuées à la modulation 
de différentes enzymes du métabolisme des sphingolipides, seraient impliquées et 
amplifieraient l’apoptose dépendante de TRAIL dans les cellules sensibles. L’équipe d’Erich 
Gulbins a suggéré que l’activation d’une SMase acide était nécessaire à la formation de 
plateformes enrichies en céramide qui favorisent le clustering de DR5 et l’induction 
d’apoptose dans différentes lignées cellulaires en réponse à TRAIL (Dumitru & Gulbins, 
2006). Ainsi, des splénocytes déficients en SMase acide résistent à l’apoptose induite par 
TRAIL. Par ailleurs, le traitement de cellules par la doxorubicine permet de les resensibiliser 
via l’activation d’une SMase acide (Dumitru et al., 2007). En outre, des cellules de métastase 
d’adénocarcinome de colon SW620, résistantes à TRAIL, peuvent être sensibilisées via 
l’ajout de céramide exogène (Voelkel-Johnson et al., 2005). Ces cellules expriment un niveau 
plus faible de Ceramide Synthase 6, une des enzymes responsables de la synthèse de novo de 
céramide, que la lignée de tumeur primaire correspondante SW480 sensible à TRAIL. La 
surexpression de cette enzyme dans les SW620 permet de restaurer l’élévation de C16-
céramide et l’apoptose induite par TRAIL, tandis que l’utilisation de siRNA dirigé contre la 
Ceramide synthase 6 rend les cellules résistantes (White-Gilbertson et al., 2009). Ces 
différentes études indiquent donc que la modulation de l’accumulation de céramide en 
réponse à TRAIL pourrait jouer un rôle fonctionnel dans la signalisation apoptotique émanant 
de ses récepteurs agonistes. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence que le pré-
traitement de cellules cancéreuses par des molécules de chimiothérapie permettait de les 
sensibiliser à l’apoptose induite par TRAIL, via différents mécanismes (cf. chapitre I.2.7.3. de 
la revue générale). Ainsi, il a été observé que plusieurs types de molécules de chimiothérapie 
induisent une accumulation de céramide dans les cellules sensibles via la modulation de 
l’activité de plusieurs enzymes du métabolisme sphingolipidique. La génération de céramide 
pourrait également moduler des morts non apoptotiques émanant des TRAILRs. Ainsi, la 
surexpression d’une céramidase acide confère une résistance à des cellules de fibrosarcome 
murin L929 vis-à-vis de la mort induite par TRAIL en présence d’inhibiteur de caspase (Thon 
et al., 2006).  
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Nous avons mis en évidence précédemment que la SMS1 est un substrat des caspases 
fonctionnellement impliqué dans l’apoptose dépendante de CD95. Nous avons donc cherché à 
évaluer dans cette étude si, et comment, la synthèse de SM pouvait être impliquée dans la 
modulation de la signalisation apoptotique induite par TRAIL. Par ailleurs, nous avons 
également déterminé si la synthèse de SM pouvait moduler l’effet sensibilisateur à TRAIL de 
certaines molécules de chimiothérapie. 
 
III.2. Résultats préliminaires et perspectives expérimentales :  
 
La SMS1 joue un rôle anti-apoptotique dans la signalisation des TRAILRs dans les cellules 
HeLa et Hct 116. 
 
Nous avons d’abord utilisé les cellules HeLa SMS1-V5 et contrôles précédemment 
caractérisées (cf. article 2) (Tafesse et al., 2007) (Figure 28A). Ces cellules, qui présentent 
une activité spécifique de synthèse de SM significativement augmentée (Figure 28B), 
résistent de façon significative à l’apoptose induite par TRAIL (Figure 28C) et la perte de 
viabilité induite par TRAIL est inhibée, quelque soit la concentration de TRAIL testée (Figure 
28D). Afin de s’assurer qu’il ne s’agit pas là d’un effet purement limité à deux populations 
cellulaires particulières, nous avons testé l’effet de la surexpression stable d’une SMS1 
étiquetée VSV dans une autre population de cellules HeLa. Les cellules HeLa II SMS1 ainsi 
générées surexpriment une forme de SMS1 migrant à environ 43 kDa. Par ailleurs, une 
seconde bande, d’environ 34 kDa, qui pourrait correspondre à un produit de clivage de la 
SMS1 surexprimée, est également observée (Figure 28E). Ces cellules présentent également 
une élévation significative de l’activité spécifique de synthèse de SM par rapport aux HeLa II 
cnt (données non montrées). De façon comparable à ce qui est observé dans la population 
HeLa SMS1, les HeLa II SMS1 résistent de façon significative à l’apoptose induite par 
TRAIL en comparaison aux HeLa II cnt (Figure 28F). Ces différents résultats suggèrent donc, 
que de façon comparable à ce que nous avons observé pour la signalisation de CD95, la 
SMS1 jouerait un rôle anti-apoptotique dans celle induite par TRAIL. 
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Nous avons ensuite évalué l’impact d’une diminution d’expression de la SMS1 dans la mort 
induite par TRAIL. Selon un protocole validé précédemment (cf. article 2), les cellules HeLa 
SMS1 ont été transfectées de façon transitoire avec un siRNA dirigé contre la SMS1, 
Figure 28 : La surexpression de la SMS1 inhibe l’apoptose dépendante de TRAIL dans les cellules 
HeLa. A. Western blot sur 20 µg de protéines d’extraits cellulaires de cellules HeLa transfectées avec un 
plasmide pcDNA3.1 vide controle (cnt) ou surexprimant une SMS1 étiquetée V5 (SMS1) avec un anticorps 
anti-V5 et un anti-!-actine. B. L’activité SMS spécifique  de 100 µg d’extraits protéiques de cellules HeLa 
SMS1 ou cnt a été évaluée. Les données correspondent à la moyenne ± E.S.M de 4 expériences 
indépendantes. C. Les cellules HeLa SMS1 et cnt ont été incubées pendant 8 heures en présence, ou non, 
de 100 ng/mL de TRAIL et la proportion de cellules présentant des noyaux apoptotiques (condensés ou 
fragmentés) a été évaluée. Les données sont des moyennes ± E.S.M de 3 expériences indépendantes. D. 
Les lignées HeLa SMS1 et cnt ont été incubées en présence de His-TRAIL pendant 8h aux concentrations 
indiquées et la viabilité cellulaire a été évaluée par coloration au bleu de méthylène. Les données 
correspondent à une expérience représentative de 3. E.  Western blot sur 20 µg d’extraits protéiques de 
cellules HeLa infectées pour exprimer une SMS1 étiquetée VSV (HeLa II SMS1) ou contrôles (HeLa II 
cnt) avec un anticorps anti-VSV. F. Les cellules HeLa II SMS1 ou HeLa II cnt ont été incubées en 
présence, ou non, d’His-TRAIL (50 ng/mL) pendant 8 heures. La proportion de cellules à noyaux 
apoptotiques a été évaluée par microscopie. Les données sont des moyennes ± E.S.M de 4 expériences 
indépendantes.  
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induisant une diminution d’expression nette de la SMS1-V5 (Figure 29A). Cette diminution 
d’expression sensibilise significativement des cellules HeLa SMS1 (Figure 29B), à l’apoptose 
induite par TRAIL. Par ailleurs, la même stratégie permet de diminuer l’activité de synthèse 
de SM endogène de façon significative dans des cellules HeLa WT (cf. article 2) et de les 
sensibiliser à l’apoptose induite par TRAIL (Figure 29C). Ces résultats indiquent donc que la 
SMS1 endogène joue aussi un rôle anti-apoptotique dans la signalisation de TRAIL dans les 
cellules HeLa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nous avons ensuite évalué si la modulation de l’expression de la SMS1 pouvait 
influencer la mort cellulaire dépendante des TRAILRs dans d’autres lignées cellulaires 
cancéreuses. L’expression stable de la SMS1 étiquetée V5 dans des cellules Hct116 
d’adénocarcinome colique induit l’apparition de deux formes de la protéine, l’une migrant 
Figure 29 : La diminution d’expression de la SMS1 sensibilise les cellules HeLa à l’apoptose induite 
par TRAIL. A et B. Les cellules HeLa SMS1 ont été transfectées avec un siRNA controle (si cnt) ou dirigé 
contre la SMS1 (si SMS1) et incubées pendant 72h. A. Western blot sur 20 ug d’extraits protéiques de 
HeLa SMS1 avec un anticorps anti-V5 et anti-!-actine. B. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 8h 
en présence, ou non, de TRAIL (5 ng/mL). La proportion de cellules présentant un noyau à morphologie 
apoptotique a été évaluée au microscope. Les données sont des moyennes ± E.S.M. de 3 à 6 expériences 
indépendantes. C. Des cellules HeLa sauvages ont été transfectées avec un siRNA controle (si cnt) ou 
dirigé contre la SMS1 (si SMS1) et incubées pendant 72h. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 8h 
en présence, ou non, de TRAIL (5 ng/mL). Les données sont des moyennes ± E.S.M. de 3 à 6 expériences 
indépendantes. 
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aux alentours de 43 kDa, et l’autre à environ 34 kDa, de façon similaire à l’expression 
observée précédemment dans les HeLa II SMS1 (Figure 30A), et s’accompagne également 
d’une élévation significative d’activité (Figure 30B). Les cellules Hct SMS1 présentent une 
résistance, moins marquée que les cellules HeLa SMS1, mais toutefois significative, à la mort 
induite par TRAIL pour des doses d’His-TRAIL de 20 à 500 ng/mL (Figure 30C). Par 
ailleurs, la diminution de l’expression de la SMS1 par interférence à l’ARN permet également 
de diminuer efficacement l’expression de la SMS1 étiquetée VSV (Figure 30D) et sensibilise 
significativement les cellules à l’apoptose induite par TRAIL (Figure 30E). Ainsi, la 
surexpression de la SMS1 permet de conférer une résistance à différents types de cellules 
cancéreuses, tandis que la diminution de son expression les sensibilise. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30. La SMS1 est anti-apoptotique dans la signalisation induite par TRAIL dans les Hct 116. A. 
Western blot réalisé sur 20 µg d’extraits protéiques de cellules Hct 116 controles (cnt) ou surexprimant la 
SMS1 étiquetée VSV (SMS1), en utilisant un anticorps anti-VSV. B. L’activité spécifique de synthèse de 
SM a été mesurée sur 100 µg d’extraits protéiques de cellules Hct cnt ou SMS1. Les données sont des 
moyennes ± E.S.M. de 4 expériences indépendantes. C. Les cellules Hct cnt ou SMS1 ont été incubées avec 
différentes doses de His-TRAIL pendant 16 heures. La viabilité cellulaire a été évaluée par test MTT. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage des cellules non traitées. Les données sont des moyennes ± S.E.M. 
de 6 expériences indépendantes. D et E. Les cellules Hct SMS1 ont été transfectées avec un siRNA 
controle (cnt) ou dirigé contre la SMS1 (siSMS1) et incubées pendant 72 heures. D. Western blot sur 20 µg 
d’extraits protéiques de cellules Hct SMS1 réalisé avec un anticorps anti-VSV et un anti-!-actine. E. Les 
cellules ont ensuite été incubées pendant 8 heures en présence, ou non de 20 ng/mL d’His-TRAIL. La 
proportion des cellules ayant des noyaux à morphologie apoptotique a été évaluée par microscopie. Les 
données sont des moyennes ± S.E.M. de 4 expériences indépendantes 
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L’expression de la SMS1 contrecarre l’effet inhibiteur de TRAIL sur la clonogénicité en 
agar. 
La capacité de résistance à la mort cellulaire par apoptose est une des caractéristiques 
des cellules cancéreuses. Une autre caractéristique permettant de définir la malignité cellulaire 
est leur capacité à croitre en absence d’ancrage. Nous avons donc cherché à évaluer si 
l’expression de la SMS1 pouvait aussi avoir un impact sur cette propriété des cellules 
cancéreuses, en présence, ou non, de TRAIL qui limite la formation de clones en agar. Nous 
avons observé, d’une part que la surexpression de la SMS1 dans les cellules HeLa augmente 
significativement la formation de clones en agar en l’absence de TRAIL et, d’autre part, que 
TRAIL inhibe la formation de clones de cellules HeLa cnt, tandis que cet effet inhibiteur est 
moindre dans les cellules surexprimant la SMS1 (Figures 31A et B).  Nous avons cherché à 
évaluer l’effet de la diminution de l’expression de la SMS1 sur la formation de clones en 
présence, ou non, de TRAIL. Pour cela, nous avons transfecté des cellules HeLa surexprimant 
la SMS1 de façon transitoire avec un siRNA dirigé contre la SMS1 ou un siRNA contrôle 24 
heures avant de les ensemencer dans le milieu contenant de l’agar. Le siRNA SMS1 induit 
une diminution d’expression de la SMS1 au moins jusqu’à J5 et l’effet d’inhibition de 
l’expression est perdu à J7 (Figure 31C). La diminution de l’expression de la SMS1 n’a pas 
d’effet sur la formation de clones en basal mais favorise significativement l’inhibition de la 
formation de clones induite par TRAIL (Figure 31D).  
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Nos résultats suggèrent donc que la SMS1 permet de réguler la formation de clones de 
cellules HeLa en agar en présence de TRAIL. Concernant les figures 31C et 31D, les effets 
obtenus avec ce protocole expérimental restent toutefois modérés, la diminution d’expression 
de la SMS1 induisant une baisse de 20% de la formation de clones en présence de TRAIL par 
rapport aux cellules contrôles. Ceci pourrait être lié au fait qu’il s’agit là d’une transfection 
transitoire, qui n’est peut être pas suffisamment efficace pour moduler fortement les taux des 
différents lipides régulés par l’activité SMS. Ainsi, il sera judicieux d’évaluer l’évolution des 
taux des sphingolipides modulés par une transfection transitoire de ce siRNA au cours du 
Figure 31 : La SMS1 contrecarre l’effet inhibiteur de TRAIL sur la formation de colonie en agar. A-
B. Les cellules HeLa cnt et SMS1 ont été ensemencées dans du milieu contenant de l’agar en présence, ou 
non, de 500 ng/mL d’His-TRAIL pendant 15 jours avant d’ajouter du MTT pendant deux heures. Toutes 
les colonies colorées au MTT ont alors été quantifiées. A. Photographies représentatives de 3 expériences 
indépendantes. B. Moyennes ± E.S.M., de 3 expériences indépendantes réalisées en double. C-D. Les HeLa 
SMS1 ont été transfectées avec un siRNA irrelevant (i) ou dirigé contre la SMS1 (s) pendant 24 heures. 
Les cellules ont alors été ensemencées dans du milieu contenant de l’agar en présence, ou non, d’His-
TRAIL. C. Western Blot sur 15 ug d’extraits protéiques de cellules HeLa transfectées, réensemencées 24 
heures après la transfection et récupérées aux temps indiqués. Des anticorps anti-V5 et anti-!-actine ont été 
utilisés. D. Quantification du nombre de clones après 15 jours de croissance en agar mou. Les résultats sont 
exprimés en pourcentages du nombre de clones comptés pour la condition si irrelevant. Les données sont 
les moyennes ± E.S.M., de 3 expériences indépendantes réalisées en double.  
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temps. Il pourrait également être intéressant d’utiliser un shRNA permettant une diminution 
continue de l’expression de la SMS1 tout au long de l’expérience. 
 
L’expression de la SMS1 inhibe la formation du DISC et l’activation des caspases dans les 
cellules HeLa. 
 
Pour déterminer les mécanismes responsables de l’effet inhibiteur de SMS1 sur la 
signalisation de TRAIL, nous avons évalué la formation du DISC et l’activation des caspases 
dans les HeLa SMS1 et les cellules contrôles induites par TRAIL. Ces deux lignées cellulaires 
expriment DR4 et DR5 de façon identique et n’expriment pas les DcR1 et 2 (Figure 32A). 
Alors que la stimulation de cellules contrôle avec TRAIL induit le recrutement des DR4, 
DR5, de la caspase 8, de FLIP et le clivage de ce dernier, le recrutement de DR4, de la 
caspase 8 et de FLIP est inhibé dans les cellules HeLa SMS1 (Figure 32B). De plus, 
l’activation des caspases est inhibée dans les HeLa SMS1 (Figure 32C).  
 
Par ailleurs, nous observons également l’apparition d’une forme de SMS1 de plus faible poids 
moléculaire, suggérant que cette enzyme peut également être clivée aussi au cours de la 
signalisation induite par TRAIL. Toutefois, cet événement ne semble pas être aussi intense 
que dans la signalisation de CD95 étant donné qu’une grande proportion de la forme plein 
taille de la SMS1 est toujours observée à 8 heures de traitement (Figure 32C). Ces résultats 
indiquent donc que la SMS1 joue un rôle inhibiteur sur la cascade apoptotique dépendante de 
TRAILRs, via, au moins en partie, la modulation d’événement(s) précoce(s). Il serait 
intéressant d’évaluer la proportion de TRAILRs liés à TRAIL ainsi que le clustering des DR 
dans les différentes lignées afin de mieux comprendre le mécanisme de modulation de la 
formation du DISC par la SMS1. 
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La perte de viabilité induite par la chimiothérapie est inhibée par l’expression de la SMS1 
dans les cellules HeLa. 
 
Certaines molécules de chimiothérapie, dont le 5FU, l’étoposide et le cisplatine, 
permettent de sensibiliser des cellules cancéreuses résistantes à l’apoptose induite par TRAIL 
(Morizot et al., 2010). Nous avons dans un premier temps cherché à évaluer la sensibilité des 
cellules HeLa, surexprimant ou non, la SMS1 à l’apoptose induite par ces molécules. Puis, 
nous avons également évalué si un pré-traitement par l’une d’entre elles, le 5FU, pouvait 
avoir un effet sensibilisateur vis-à-vis de l’apoptose induite par TRAIL. Les cellules HeLa 
SMS1 résistent significativement à la mort induite par le 5FU, l’étoposide et le cisplatine 
(Figures 33A, B et C).  
Figure 32 : La formation du DISC et la cascade d’activation des caspases sont inhibées dans les 
cellules HeLa SMS1. A. L’expression des DR4, DR5, DcR1 et DcR2 à la surface cellulaire a été évaluée 
par cytométrie en flux dans les cellules HeLa SMS1 et cnt. Les pics grisés correspondent au contrôle 
isotypique et les  pics blancs au signal obtenu avec les anticorps spécifiques de chaque récepteur. B. Les 
cellules HeLa cnt et SMS1 ont été stimulées avec du Flag-TRAIL/M2 pendant les temps indiqués. Les 
cellules ont été lysées et le DISC a été immunoprécipité et analysé par western blot. Les données sont 
représentatives de deux expériences indépendantes. La partie inférieure du western blot réalisé avec l’anti-
V5 correspond à une exposition plus longue. C. Les cellules HeLa cnt et SMS1 sont incubées en présence 
de 100 ng/mL de TRAIL pendant les temps indiqués. Un western blot a été réalisé sur 20 µg d’extraits 
protéiques avec les anticorps indiqués.  
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Les cellules ont ensuite été prétraitées au 5 FU avant l’ajout de TRAIL. Ce pré-traitement, qui 
exerce peu d’effet cytotoxique en lui-même, permet une exacerbation du clivage de la 
caspase-8 et de la caspase 9 induit par TRAIL dans les cellules contrôles et, dans une moindre 
Figure 33 : La SMS1 inhibe la perte de viabilité induite par plusieurs molécules de chimiothérapie. 
A. Les cellules HeLa cnt et HeLa SMS1 ont été incubées en présence de 5FU (1 µg/mL ou les doses 
indiquées) pendant 72 heures. B-C. Les cellules HeLa cnt et HeLa SMS1 ont été incubées avec de 
l’étoposide (VP16) ou du cisplatine (CDDP) aux doses indiquées pendant 3 heures en l’absence de SVF 
puis avec du milieu complet pendant 48 heures. A-C. La viabilité cellulaire a été évaluée par test MTT. Les 
données sont des moyennes  ± E.SM. de 4 expériences indépendantes. D-E. Après le pré-traitement au 
5FU, les cellules ont été incubées en présence, ou non, de 500 ng/mL d’His TRAIL pendant 8 heures (ou 
les temps indiqués). D. Western blot sur 20 µg d’extraits protéiques avec les anticorps indiqués. E. La 
proportion de cellules à noyaux apoptotiques a été évaluée par microscopie et l’apoptose spécifique (% de 
cellules apoptotiques dans la condition observée - % de cellules apoptotiques en condition « non traitée ») a 
été calculée. Le % « théorique » de cellules apoptotiques a été calculé pour la condition « 5FU+ His –
TRAIL » par addition des % de cellules en condition « 5FU » et « His-TRAIL » et les résultats sont 
indiqués (theoric combination). Les données sont des moyennes ± E.SM. de 3 expériences indépendantes.  
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mesure, dans les HeLa SMS1 (Figure 33D). Par ailleurs, ce pré-traitement induit une 
augmentation de l’apoptose spécifique induite par TRAIL (Figure 33E). L’effet 
chimiosensibilisateur semble au minimum additionnel, voire synergique. Globalement, ces 
données suggèrent donc que la SMS1 inhibe partiellement la perte de viabilité induite par 
différentes molécules de chimiothérapie et que les cellules HeLa, surexprimant, ou non, la 
SMS1 peuvent être sensibilisées vis-à-vis de TRAIL par un pré-traitement au 5FU.  
 
 La résistance des cellules surexprimant la SMS1 à TRAIL aux molécules de 
chimiothérapie est-elle liée à une inhibition de l’accumulation de céramide ? 
 
Etant donné que la SMS1 permet de métaboliser le céramide en SM, nous évaluons 
actuellement si la résistance des HeLa SMS1 vis-à-vis de TRAIL et/ou des différentes 
molécules de chimiothérapie testées au cours de cette étude pourrait être liée à une limitation 
de l’accumulation de céramide dans ces cellules. De façon intéressante, des résultats 
préliminaires indiquent que le 5FU et l’étoposide induisent une accumulation de céramide 
plus limitée dans les cellules surexprimant la SMS1 que dans les cellules contrôles (Figures 
34A et 34B). Par ailleurs, l’incubation de cellules HeLa avec du C16-céramide permet 
d’induire un relargage du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytosol et l’apparition de 
noyaux à morphologie apoptotique, deux événements inhibés par la surexpression de la SMS1 
(Figure 34C), ce qui laisse supposer que la SMS1 pourrait inhiber l’action pro-apoptotique du 
céramide, notamment en limitant l’activation de la voie mitochondriale de l’apoptose. 
L’incubation des cellules HeLa SMS1 avec de la sphingomélinase bactérienne exogène 
permet une accumulation de céramide endogène importante (Figure 34D) par hydrolyse de la 
SM située à la surface cellulaire (Figure 34E). Cette élévation de céramide ne peut pas être 
contrecarrée par la surexpression de la SMS1, enzyme Golgienne. L’incubation des cellules 
avec de la SMase exogène induit une légère augmentation, non significative, du nombre de 
cellules apoptotiques (Figure 34F). De façon intéressante, le pré-traitement des cellules HeLa 
SMS1 avec de la SMase bactérienne éxogène permet de les sensibiliser de façon significative 
à l’apoptose induite par TRAIL (Figure 34F). Nous évaluons actuellement le taux de 
céramide dans les cellules HeLa cnt et SMS1 à différents temps de traitement par TRAIL afin 
de déterminer si le céramide naturellement accumulé au cours de la signalisation de TRAIL 
peut également être métabolisé par la SMS1. 
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Nous avons également évalué la sensibilité des cellules SW480, une autre lignée de cancer 
colique, surexprimant ou non, la SMS1 de façon stable. De façon intéressante, l’augmentation 
de l’expression (Figure 35A), et de l’activité (Figure 35B), de la SMS1 dans ces cellules de 
Figure 34 : La surexpression de la SMS1 inhibe l’élévation de céramide induite par le 5FU et le VP16 
et l’apoptose induite par le C16 céramide. A et B. Les cellules HeLa cnt et SMS1 ont été incubées en 
présence de 5FU (1 µg/mL) pendant 72 heures ou avec de l’étoposide (VP16) ou du cisplatine (CDDP) aux 
doses indiquées pendant 3 heures en l’absence de SVF puis avec du milieu complet pendant 48 heures. Le 
taux de céramide a été déterminé par test à la DAG kinase. C.  Les HeLa SMS1 et cnt ont été incubées en 
présence, ou non, de 10 µM  de C16-céramide pendant 8h. Le pourcentage de cellules présentant un 
relargage de cytochrome c ou des noyaux à morphologie apoptotique a été évalué par microscopie. D-F.  
Les cellules surexprimant la SMS1 ont été incubées en présence de 0,1 mU/mL de SMase bactérienne 
pendant une demi-heure. D. Le contenu en SM a été déterminé par marquage à la choline tritiée et exprimé 
en % des cellules non traitées. Les données sont des moyennes ± E.S.M., n =3. E. Le contenu en céramide 
a été évalué par dosage à la DAG kinase. Les données sont des moyennes ± E.S.M., n =3. F.  Les cellules 
HeLa SMS1, pré-incubées, ou non, en présence de sphingomyélinase bactérienne ont été incubées pendant 
8 heures en présence, ou non, de 5 ng/mL de TRAIL. Le pourcentage de cellules présentant un noyau à 
morphologie apoptotique a été évalué par microscopie. Les données sont des moyennes ± E.S.M., n =3. 
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type I ne leur confère pas d’avantage de survie (Figure 35C). Nous évaluons actuellement 
l’impact de la diminution d’expression de la SMS1 dans ces cellules. Il serait par ailleurs 
intéressant d’évaluer si cette absence d’effet de la surexpression de la SMS1 sur la réponse à 
TRAIL est également retrouvé dans d’autres cellules de type I. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 35 : La surexpression de la SMS1 ne confère pas de résistance vis-à-vis de TRAIL dans les 
cellules SW480.  A. Western blot sur 20 µg d’extraits protéiques de cellules SW480 surexprimant (SMS1), 
ou non (cnt), la SMS1. B. L’activité spécifique de synthèse de SM a été mesurée sur 100 µg d’extraits 
protéiques de cellules SW cnt ou SMS1. Les données sont des moyennes ± E.S.M. de 4 expériences 
indépendantes. C.  La viabilité cellulaire a été déterminée par test MTT. Les résultats sont exprimés en % 
de cellules non traitées. Les données sont exprimées en moyennes ± E.S.M. de 3 à 7 expériences.  
!
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IV. Article 3 : Rôle de la caspase 9 dans l’apoptose induite par le 
céramide dans les cellules leucémiques T Jurkat.  
 
IV.1. Contexte de l’article 3 :  
 
Plusieurs études indiquent que le céramide pourrait jouer un rôle en faveur de 
l’apoptose cellulaire, toutefois, le ou les mécanismes exacts(s) de ce rôle pro-apoptotique sont 
peu compris. Plusieurs études soulignent que le céramide, produit en réponse à des stress 
cellulaires, tels que la liaison des ligands de mort sur les DR, ou l’addition de céramide 
exogène sur les cellules, pourrait activer une voie mitochondriale de l’apoptose. La mort 
induite par l’ajout de céramide exogène ou d’analogues de céramide, ainsi que la mort 
cellulaire en réponse à certains stress qui favorisent l’accumulation de céramide intracellulaire 
s’accompagne fréquemment d’une perméabilisation de la membrane mitochondriale (cf. 
chapitre II.3.2.1 de la revue générale) et d’un relargarge de facteurs mitochondriaux. 
L’induction de mort dépendante du céramide peut ainsi être régulée en modulant l’expression 
de membres de la famille de Bcl-2. Ainsi, il a été mis en évidence au sein de l’équipe que la 
surexpression de Bcl-XL permet d’inhiber significativement la toxicité induite par deux 
analogues de céramide (Granot et al., 2006). De plus, des cellules carcinomateuses déficientes 
en Bax résistent à l’apoptose induite par le C2-céramide (von Haefen et al., 2002). En outre, 
l’expression d’un dominant négatif de la caspase 9 inhibe la toxicité induite par le C2-
céramide dans des cellules neuronales (Movsesyan et al., 2002). Par ailleurs, le céramide 
pourrait également activer la voie mitochondriale en activant des cibles protéiques 
régulatrices de protéines de cette voie. Enfin, le céramide pourrait également agir de façon 
directe au niveau de la mitochondrie. Il a ainsi été mis en évidence que le céramide pourrait 
former des canaux au niveau de la membrane mitochondriale et favoriser la perméabilisation 
(Siskind, 2005). Par ailleurs, la formation de radeaux lipidiques riches en céramide au niveau 
mitochondrial pourrait également moduler sa perméabilisation. 
 
Nous avons cherché à déterminer l’implication de la caspase 9 dans la mort cellulaire 
induite par des céramides exogènes et au cours de la mort induite par CD95L, qui, comme 
décrit précédemment, s’accompagne physiologiquement d’une accumulation de céramide. 
Pour cela, nous avons d’une part, évalué l’effet de différents céramides exogènes sur des 
cellules Jurkat déficientes en caspase 9, qui résistent de façon partielle à l’apoptose induite 
par CD95L. D’autre part, nous avons utilisé des cellules Jurkat exprimant de façon stable un 
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siRNA dirigé contre la SMS1, qui présentent une activité de synthèse de sphingomyéline 
diminuée et sont plus sensibles à l’apoptose induite par CD95L que des cellules contrôles (cf. 
article 2). 
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Abstract 
Ceramide, a biologically active sphingolipid in cell death signaling, is accumulated 
upon CD95L treatment, concomitantly to apoptosis induction in Jurkat leukemia T 
cells. Herein, we show that ceramide did not increase in caspase-8 and -10-doubly 
deficient Jurkat cells in response to CD95L, indicating that apical caspases are 
essential for CD95L-triggered ceramide formation. Jurkat cells are typically defined 
as type 2 cells, which require the activation of the mitochondrial pathway for efficient 
apoptosis induction in response to CD95L. Caspase-9-deficient Jurkat cells 
significantly resisted CD95L-induced apoptosis, despite ceramide accumulation. 
Knock-down of sphingomyelin synthase 1, which metabolizes ceramide to 
sphingomyelin, enhanced (i) CD95L-triggered ceramide production, (ii) cytochrome c 
release from the mitochondria and (iii) caspase-9 activation. Exogenous ceramide-
induced caspase-3 activation and apoptosis were impaired in caspase-9-deficient 
Jurkat cells. Conversely, caspase-9 re-expression in caspase-9-deficient Jurkat cells 
restored caspase-3 activation and apoptosis upon exogenous ceramide treatment. 
Collectively, our data provide genetic evidence that CD95L-triggered endogenous 
ceramide increase in Jurkat leukemia T cells (i) is not a mere consequence of cell 
death and occurs mainly in a caspase-9-independent manner, (ii) is likely involved in 
the pro-apoptotic mitochondrial pathway leading to caspase-9 activation. 
 
Abbreviations: Bcl-2/xL/x(s), B-cell lymphoma-2/xL/x(s); Bid, Bcl-2 interacting 
domain; DISC, death-inducing signaling complex; GlcCer, Glucosylceramide; GCS, 
Glucosylceramide synthase; SM, sphingomyelin; SMS, sphingomyelin synthase. 
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Introduction 
Apoptosis, or programmed cell death, is an essential physiological process, 
regulating cell homeostasis and immune responses. CD95L, a member of the TNF 
superfamily, is produced by T lymphocytes and Natural Killer cells and induces 
apoptosis of autoreactive T lymphocytes as well as tumor and damaged cells.1 CD95 
triggers two main pro-apoptotic pathways leading to the activation of proteases of the 
caspase family.2 Both pathways are initiated by the death-inducing signaling complex 
(DISC) formation, consisting in the successive recruitment of the FADD adapter 
protein and initiator caspases-8 and -10.3, 4 DISC formation allows the autocatalytic 
cleavage and activation of caspases-8 and -10, which in turn can directly cleave and 
activate effector caspases-3 and -7.5-8 Effector caspases cleave and inactivate 
essential proteins for cell survival, leading to cell dismantling. This first pathway is 
amplified by the mitochondrial pathway, which can also be initiated by caspases-8 
and -10. Indeed, both caspase-8 and -10 cleave Bid (Bcl-2 interacting domain) to 
truncated Bid (tBid),9, 10 which translocates to the mitochondria to increase the 
permeability of the outer mitochondria membrane, allowing cytochrome c release 
from the mitochondria to the cytosol.11 Cytochrome c interacts with the adapter 
protein APAF-1 and the initiator pro-caspase-9 to form the apoptosome, which 
enables the autocatalytic activation of caspase-9.12 Once activated, caspase-9 
cleaves and activates effector caspases, amplifying the programmed cell death. The 
apoptotic signaling pathway initiated by CD95 likely depends on the cell type.2 In type 
1 cells, DISC is efficiently formed and the mitochondrial pathway is not required for 
apoptosis induction. In type 2 cells, including the Jurkat T leukemia cell line, the 
DISC is weakly formed and the mitochondrial pathway is a major contributor to 
apoptosis signaling.2 
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Ceramide, a putative biologically active sphingolipid, is produced in response 
to many pro-apoptotic stimuli, including CD95L.13, 14 Ceramide derived from the 
hydrolysis of sphingomyelin by acid sphingomyelinase has been shown to facilitate 
CD95 capping and DISC formation.15, 16 However, the role of acid sphingomyelinase 
in CD95 signaling remains a matter of debate.17, 18 We and others have shown that 
ceramide accumulates concomitantly to apoptosis induction in type 2 Jurkat leukemia 
T cells in response to CD95 stimulation.19-22 This ceramide increase was abolished 
by treating the cells with the broad-spectrum caspase inhibitor zVAD-fmk.23 In 
addition, loss of caspase-8 in Jurkat T cells impaired anti-CD95-induced ceramide 
formation,19 further indicating that CD95-triggered ceramide increase is a caspase-
dependent event.  
Ceramide likely triggers the mitochondrial pathway, increasing cytochrome c 
and AIF release from the mitochondria to the cytosol.21, 24 The toxicity of exogenous 
ceramide analogues, including the release of cytochrome c from the mitochondria 
induced by C2-ceramide, was impaired in cancer cells over-expressing Bcl-2 or Bcl-
xL.13 C2-ceramide-triggered apoptosis in neuronal cells was impaired by 
pharmacological inhibition of caspase-9 or by expressing a dominant-negative form 
of caspase-9.25 The ability of ceramide to trigger cytochrome c release may depend 
on the modulation of different signaling pathways, such as the inhibition of the 
phosphoinositide-3 kinase (PI3K) and Akt/PKB, leading to the decreased 
phosphorylation and subsequent activation of Bad, a proapoptotic member of the Bcl-
2 family.26 C2-ceramide promoted the activation of protein phosphatase 2A (PP2A), 
which dephosphorylates and inactivates Bcl-2.27 Cell-permeable ceramide also 
triggered protein phosphatase 1 (PP1)-dependent (i) dephosphorylation of SR 
proteins, a family of serine/arginine domain containing proteins that modulate mRNA 
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splicing,28 and (ii) alternative splicing of caspase-9 and Bcl-xL mRNA, enabling the 
expression of pro-apoptotic caspase-9 and Bcl-x(s).29 Moreover, functional and 
structural alterations of mitochondria have been described in response to C2-
ceramide.30 C2-, C6- as well as the natural C16-ceramide induced cytochrome c 
release from isolated mitochondria,31 most likely through formation of ceramide 
channels32 and/or ceramide-rich macrodomains in mitochondrial membranes.33 
Moreover, positively charged ceramide induced permeability alterations of the inner 
and outer mitochondrial membranes.34   
A number of studies, however, indicate that ceramide is not a potent activator 
of the pro-apoptotic mitochondrial pathway. As a matter of fact, in some reports, 
ceramide alone did not trigger cytochrome c release.35, 36 Long-chain ceramide was 
even reported to inhibit the mitochondrial permeability transition pore opening and 
cytochrome c release from isolated mitochondria.37 Pharmacological inhibition of 
caspase-9 did not impair exogenous ceramide-induced cell death in K562 chronic 
leukemia cells.38 Moreover, exogenous ceramide also triggered a non-apoptotic form 
of cell death, including cell death associated with necrosis, autophagy, endoplasmic 
reticulum stress and Golgi dismantling.13 Therefore, ceramide-induced cell death is 
not always associated with classical apoptotic features, and the mitochondrial 
pathway does not seem to be essential for ceramide-induced cell death. In addition, 
whether endogenous ceramide increase in stress-induced apoptosis is an 
epiphenomenon or a causal event in cell signaling, remains an open issue.13 
Herein, the role of caspase-9 in CD95L and ceramide-induced cell death was 
investigated by comparing the response of caspase-9-deficient and –proficient Jurkat 
cells to both stimuli. For the first time, we provide genetic evidence that in Jurkat cells  
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(i) CD95L-induced endogenous ceramide increase occurs mainly in a caspase-9-
independent manner, and (ii) ceramide triggers caspase-9-dependent apoptosis. 
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Materials and Methods 
Reagents- Final dilutions and the source of reagents were as follows: monoclonal 
anti-caspase-8 (clone C15) was purchased from Alexis Biochemicals (Villeurbanne, 
France) and used at 1/5000 dilution. Polyclonal anti-caspase-9, polyclonal anti-
caspase-3, polyclonal anti-PARP and polyclonal anti-!-actin were purchased from 
Cell Signaling Technology (Saint-Quentin-en-Yvelines, France) and used at 1/1000 
dilution. Monoclonal anti-cytochrome c (clone 6H2.B4) was purchased from BD 
Pharmingen and used at 1/500 dilution. Anti-mouse IgGs conjugated with Alexa 488 
was purchased from Molecular Probes Inc.-Invitrogen and used at 1/500 dilution. C2-
ceramide and C16-ceramide were purchased from Biomol (Villeurbanne, France) and 
diluted in ethanol or dodecane/ethanol (2:98, v/v), respectively. Human recombinant 
CD95L was obtained from Abcys (Paris, France). Alternatively, mouse CD95L 
produced in the supernatant of Neuro-2A cells stably transfected with a plasmid 
encoding CD95L39 was used. Similar data were obtained using mouse or human 
CD95L.  
 
Cell lines- Parental Jurkat T leukemia cells A3 (WT) and derived cell lines deficient 
for caspase-8 (I9-2)40 were kindly provided by Dr. J. Blenis (Boston, MA). I9-2d ("C8) 
and I9-2e cells ("C8/C10) were isolated by limiting dilution experiments from I9-2 
cells as previously described.10, 41 Caspase-9-deficient Jurkat cells (clone JMR/"C9) 
and caspase-9-reconstituted JMR cells (7E7/"C9+) were previously characterized.42 
Jurkat cells were stably transduced by a retroviral vector encoding either a scrambled 
5’(ATTGAAAAAGACACGCGCC)3’ (control cells) or human SMS1 siRNA 
5’(GCCCAACTGCGAAGAATAA)3’ (SMS1 KD cells).43 Cells were cultured in RPMI 
1640 medium containing Glutamax and 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS). 
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Jurkat cells were authenticated through cell morphology monitoring and analysis of 
cell surface expression of the CD3 and CD95 by flow cytometry. All cell lines were 
passaged less than six months after which time cultures were reinitiated from early 
passage frozen stocks. Cells were verified every three months by PCR to be 
mycoplasma-free.  
 
Flow cytometry analyses- Phosphatidylserine (PS) externalization was evaluated 
by labeling cells with Annexin V-FITC (250 ng/ml) and propidium iodide (12.5 !g/ml) 
(Immunotech, Marseille, France) for 10 min at 4°C. Analyses were performed on a 
FACScan cytometer (Becton Dickinson).10 
 
MTT assay- Cell viability was evaluated by the tetrazolium-based MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay. Cells were seeded in 
flat-bottomed 96-well plates (106 cells/mL, 100 !L/well) for the indicated times at 
37°C. MTT (0.5 mg/mL; Sigma) was added during the last two hours. Formazan 
crystals were solubilized overnight at 37°C by adding 100 !L of solubilization buffer 
(0.01 N HCl, 10% SDS) and quantified spectrophotometrically using an ELISA reader 
(!=560 nm). 
 
Protein extraction and Western blot analyses- For total protein extraction, cells 
were lysed for 30 min on ice in a buffer containing 10 mM HEPES (pH 7.4), 42 mM 
KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5% CHAPS, 1 mM PMSF and 2 mg/mL leupeptin. 
Samples were briefly sonicated and centrifuged at 3,500 x g at 4°C for 10 min. 
Supernatants were collected and protein content was determined by the Bradford 
method (Biorad). For Western blot analyses, equal amounts of proteins were 
separated on 12.5% SDS-PAGE. 
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Determination of in situ SMS and GCS activities- 1x106 Jurkat cells were 
incubated in 1 mL RPMI 1640 medium containing 10% fetal calf serum (FCS) and 2.5 
!M C6-NBD-ceramide (Sigma) solubilized in ethanol. After incubation at 37°C for 2 
hours, the reaction was stopped and lipids were extracted from the cells plus the 
medium by adding 5 mL of chloroform/methanol (2:1, v/v). After centrifugation (1000 
x g, 10 min), the lower phases were dried under nitrogen and resolved by analytical 
thin layer chromatography (TLC) developed in chloroform/methanol/30% ammonia 
(70:30:5, by vol.). C6-NBD-ceramide, C6-NBD-GlcCer and C6-NBD-SM were eluted 
from the silica and quantified spectrofluorometrically (!ex=470 nm and !em=530 nm).22 
 
Ceramide mass measurement- Lipids were extracted as described above. 
Ceramide mass was determined using E. coli membranes as a source of DAG kinase 
(a kind gift of Drs. D. Perry and Y.A. Hannun; Charleston, NC). Radioactive 
ceramide-1-phosphate was isolated by TLC using 
chloroform/acetone/methanol/acetic acid/water (50:20:15:10:5, by vol.) and then 
scraped before counting radioactivity by liquid scintillation. 
 
Morphological and cytochrome c release analyses- Jurkat cells were co-incubated 
with propidium iodide (2 µg/ml; Sigma) and Syto 13 (2.5 µm; Molecular Probes) for 
15 min at 37 °C and analyzed under a Leica fluorescence-equipped microscope. For 
nuclear fragmentation and cytochrome c release determination, Jurkat cells were 
grown on poly-lysine slides (VWR). Cells were further incubated in the presence or 
absence of CD95L as indicated, fixed in PBS containing 4% paraformaldehyde for 15 
min, permeabilized with PBS containing 0.1% Triton X-100 for 15 min, labeled with 
anti-cytochrome c diluted in PBS for 1 hour followed by several washes in PBS and a 
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one-hour incubation with anti-mouse IgGs conjugated with Alexa 488. Cells were 
counterstained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1 µg/mL) to visualize the 
nuclei. Pro-long Gold anti-fade reagent (Invitrogen) was used to mount coverslips on 
the slides and cells were examined under a Leica fluorescence-equipped microscope 
using a x40-oil objective. At least 300 cells were examined and the percentage of 
cells exhibiting apoptotic nuclei and/or diffuse cytochrome c staining was determined. 
 
Statistical analyses- Results are expressed as means ± s.e.m. of at least three 
independent determinations per experiment. Mean values were compared using the 
Student’s t-test. Differences were considered statistically significant when p<0.05 
(*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; n.s. : not significant). 
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Results 
Loss of caspase-9 impairs apoptosis but not ceramide production in response 
to CD95L. 
In agreement with previous studies that employed an agonistic anti-CD95 antibody,19-
21, 23 we recently reported that CD95L triggered caspase-dependent ceramide 
accumulation, concomitantly to apoptosis induction in Jurkat leukemia T cells.22 To 
evaluate the role of initiator caspases in CD95L-triggered ceramide increase, we 
analyzed the response to CD95L of caspase-8 and -10-doubly-deficient (clone I9-2e) 
and caspase-9-deficient (clone JMR) Jurkat cells (Figure 1A). CD95L-induced 
ceramide generation and cell death were abolished in caspase-8 and -10-doubly-
deficient Jurkat cells, further highlighting the critical role of apical initiator caspases in 
CD95 signaling (Figs. 1B and C). In good agreement with a previous study,42 
caspase-9-deficient Jurkat cells significantly resisted 50 ng/mL CD95L, as evaluated 
by cell viability measurement (Fig. 1B). However, caspase-9-deficient cells were only 
partially resistant to 500 ng/mL CD95L (Fig. 1C), indicating that CD95 triggers the 
activation of both caspase-9-dependent and –independent cell death pathways. Of a 
particular interest was the finding that CD95L-triggered ceramide accumulation still 
occurred in caspase-9-deficient Jurkat cells at both CD95L concentrations (Figs. 1B 
and C). Thus, ceramide accumulation in CD95 signaling is mainly a caspase-9-
independent phenomenon. 
SMS1 knockdown enhances CD95L-triggered ceramide increase and the 
apoptotic mitochondrial pathway activation. 
We next evaluated the possibility that endogenous ceramide increase might be 
involved in CD95L-induced activation of the mitochondrial pathway in Jurkat 
leukemia T cells. To this end, we took advantage of our recent findings, showing that 
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knockdown of sphingomyelin synthase 1 (SMS1) enhances ceramide increase in 
response to CD95L.22 In agreement with previous reports,22, 43 SMS1 knockdown 
was associated with a significant reduction of total SMS activity, whereas 
glucosylceramide synthase (GCS) activity remained unaffected (Figure 2A). CD95L-
triggered ceramide increase was enhanced in SMS1 knockdown cells (Figure 2B). 
Interestingly, CD95L-induced cytochrome c release was enhanced in SMS1 
knockdown cells (Figure 2C), and this phenomenon was associated with an 
increased apoptosis as evaluated by nuclear fragmentation (Figure 2C) and caspase 
cascade activation, including caspase-9 (Figure 2D). The latter data not only 
confirms our previous study,22 but also suggests that endogenous ceramide increase 
is likely involved in cytochrome c release from the mitochondria in CD95 signaling, 
leading to caspase-9 activation. 
Loss of caspase-9 impairs exogenous ceramide-triggered apoptosis.  
Since caspase-9-deficient Jurkat cells significantly resisted CD95L despite 
substantial ceramide accumulation (Figure 1) and because caspase-9 activation was 
enhanced in SMS1 knockdown Jurkat cells (Figure 2), we hypothesized that 
caspase-9 is important for ceramide-triggered apoptosis. To evaluate this tenet, wild-
type and caspase-9-deficient Jurkat cells were pre-incubated in the presence of 
exogenous cell-permeant C2-ceramide for 16 hours and cell viability was evaluated. 
Caspase-9-deficient Jurkat cells resisted C2-ceramide-induced loss of cell viability 
(Figures 3A and B). In sharp contrast, caspase-8-deficient as well as caspase-8 and -
10-doubly deficient Jurkat cells were as sensitive to C2-ceramide as their wild-type 
counterparts (Figure 3A). To further evaluate the role of caspase-9 in ceramide-
induced cell death, caspase processing was monitored by Western blot analysis. 
Whereas C2-ceramide triggered caspase-9 and -3 activation in wild-type Jurkat cells, 
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caspase-3 was not activated in caspase-9-deficient Jurkat cells (Figure 3C). 
Accordingly, morphological analysis indicated that 10 µM C2-ceramide triggered 
classical apoptosis (i.e., cells exhibiting nuclear condensation and/or fragmentation) 
in wild-type but not in caspase-9-deficient Jurkat cells (Figures 3D and 4). Of note, 
the resistance towards C2-ceramide observed in caspase-9-deficient Jurkat cells was 
not associated with a defect of C2-ceramide uptake, as evaluated by the DAG kinase 
assay (which showed the presence of C2-ceramide in the cell extracts; data not 
shown). Noteworthy was the finding that C2-ceramide promoted cytochrome c 
release equally well in wild-type and caspase-9-deficient cells, indicating that the 
increase in C2-ceramide-induced mitochondrial membrane permeability increase was 
not a mere consequence of cell death (Figures 4B and C). 
To further evaluate the role of caspase-9 in ceramide signaling, we analyzed 
the response to C2-ceramide of caspase-9-deficient cells, which had been stably 
transfected with a plasmid encoding human caspase-9 (Figure 5). As expected, the 
transfectants stably expressed caspase-9, as evaluated by Western blot analysis, 
and were significantly more sensitive to C2-ceramide than their caspase-9-deficient 
counterparts (Figure 5A). Accordingly, not only ectopic caspase-9, but also 
endogenous caspase-3, were activated upon C2-ceramide treatment in genetically 
corrected cells (Figure 5B). Finally, corrected cells displayed apoptotic features (i.e., 
nuclear condensation and/or fragmentation) in response to exogenous ceramide 
(Figure 5C). 
Altogether, our data indicate that caspase-9 plays an important role in C2-
ceramide-induced apoptosis, whereas apical caspases-8 and -10 are likely 
dispensable. 
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Caspase-9 deficiency impairs natural ceramide-induced apoptosis in 
Jurkat cells. 
Mass spectrometry analysis indicated that C16:0 ceramide is the predominant 
ceramide species in Jurkat cells.22 Moreover, CD95L treatment was accompanied by 
a significant increase in all ceramide species, C16:0 ceramide being the most 
accumulated.22 Thus, we sought to evaluate the role of caspase-9 in ceramide-
induced cell death, by incubating the cells in the presence of natural C16-ceramide. 
To this end, C16-ceramide was solubilized in dodecane and ethanol (0.004% and 
0.196%, final concentrations) to be efficiently delivered to the cells.44 Under our 
experimental conditions, C16-ceramide potently activated caspase-9 and -3 (Figure 
6A) and increased the proportion of cells exhibiting apoptotic nuclei (i.e., condensed 
and/or fragmented nuclei) (Figure 6B). Of particular interest, C16-ceramide induced 
cell death, as evaluated by flow cytometry, in wild-type but not in caspase-9-deficient 
Jurkat cells. As a matter of fact, C16-ceramide increased the proportion of cells 
exhibiting phosphatidylserine externalisation at the cell surface (i.e., annexin-V 
positive and propidium iodide negative cells), a hallmark of apoptosis, in a dose-
dependent manner in wild-type but not in caspase-9-deficient Jurkat cells (Figure 
6C). In addition, the proportion of cells, which displayed an increased plasma 
membrane permeability (propidium iodide-positive cells) was augmented in wild-type 
and, albeit to a lesser extent, in caspase-9-deficient Jurkat cells (Figure 6C).  
Thus, our data indicate that caspase-9 plays a critical role in natural C16-
ceramide-induced cell death of Jurkat leukemia T cells. 
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Discussion 
This study provides genetic evidence that (i) elevation of endogenous 
ceramide levels in response to CD95L occurs mostly in a caspase-9-independent 
manner, and (ii) caspase-9 plays a critical role in ceramide-triggered apoptosis in 
Jurkat leukemia cells.  
CD95 stimulation is associated with alterations of sphingolipid metabolism, 
leading notably to the accumulation of pro-apoptotic sphingolipid metabolites such as 
ceramide, gangliosides and sphingosine.13 The molecular mechanisms for production 
of such metabolites as well as their roles in CD95 signaling remain to be fully 
established. Sphingomyelin breakdown to ceramide, as a consequence of 
sphingomyelinase activation, is likely involved in the early ceramide generation 
(within the first hour of CD95 stimulation).45 Different groups have reported that CD95 
engagement by anti-CD95 antibodies acting as agonistic molecules, is also 
accompanied by a late intracellular ceramide increase, concomitantly to apoptosis 
induction in Jurkat cells.19, 20 Fumonisin B1, an inhibitor of ceramide synthases, 
blocks late intracellular ceramide formation, indicating that de novo ceramide 
synthesis likely accounts for this phenomenon.21 We recently provided evidence for 
the existence of an alternative mechanism of ceramide production in CD95 signaling, 
associated with the caspase-dependent inhibition of sphingomyelin synthesis.22 The 
latter event occurred as early as 15 min post-CD95 stimulation and was prolonged till 
cell dismantling.22  
CD95-triggered ceramide generation likely appears as a caspase-dependent 
event. As a matter of fact, ceramide increase (i) was abolished by the broad-
spectrum caspase inhibitor zVAD-fmk,21, 23 (ii) did not occur in caspase-8 deficient 
Jurkat cells,19 and (iii) was abrogated in FLIPL-overexpressing cells.23 In contrast, the 
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caspase-9 inhibitor peptide zLEHD-fmk, did not potently inhibit anti-CD95-triggered 
ceramide increase in Jurkat cells,23 indicating that CD95 triggers ceramide increase 
mostly in a caspase-9-independent manner. One should note, however, that 
caspase-9 inhibitor peptides lack specificity and may not be potent enough to fully 
block caspase-9 activation.46 In addition, agonistic anti-CD95 antibodies may trigger 
different signaling pathways as compared to the natural receptor ligand CD95L.47, 48  
Herein, we have re-evaluated the role of caspase-9 in CD95-triggered 
ceramide increase in CD95 signaling based on the use of CD95L and caspase-9-
deficient Jurkat cells. Whereas ceramide generation and cell death were abrogated in 
caspase-8 and -10 doubly deficient cells, CD95L-induced ceramide accumulation 
was marginally affected in caspase-9-deficient Jurkat cells as compared to their wild-
type counterparts. Thus, our data provide genetic evidence, for the first time, that 
CD95L-induced ceramide generation occurs downstream of apical caspases, mostly 
in a caspase-9-independent manner. Interestingly, caspase-9-deficient Jurkat cells 
significantly resisted CD95L-induced apoptosis, despite strong ceramide 
accumulation, indicating that ceramide increase is unlikely a mere consequence of 
cell death. This tenet is in agreement with a previous report, showing that, whereas 
the effector caspase inhibitor peptide DEVD-CHO fully abrogated apoptosis in Jurkat 
cells, it did not prevent ceramide increase triggered by CD95 engagement.20  
Our observations also show that late ceramide accumulation was enhanced in 
SMS1 knockdown Jurkat cells, SMS1 being able to convert ceramide to 
sphingomyelin.49, 50 Of particular interest was the finding that CD95-triggered 
cytochrome c release from the mitochondria and caspase cascade activation were 
enhanced in SMS1 knockdown Jurkat cells. This suggests that, in typical type 2 
Jurkat leukemia T cells challenged with CD95L, ceramide may participate in the 
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activation of the mitochondrial pro-apoptotic pathway. Accordingly, exogenous 
ceramides, including the short chain analogue C2-ceramide and the natural C16-
ceramide, elicit caspase-9 activation in Jurkat cells. The critical role of caspase-9 
activation in pro-apoptotic ceramide signaling is evidenced by the resistance of 
caspase-9-deficient Jurkat cells to exogenous ceramide, despite mitochondrial 
membrane permeability increase, as illustrated by cytochrome c release. Finally, 
genetic correction of caspase-9-deficient Jurkat cells could restore exogenous 
ceramide-induced apoptosis. 
Altogether, our results indicate that CD95L-triggered ceramide increase is an 
apical caspase-dependent event and likely facilitates cytochrome c release from the 
mitochondria leading to caspase-9 activation. Thus, ceramide generation in CD95 
signaling may enhance the canonical mitochondrial pathway, which involves apical 
caspase-induced Bid cleavage. 
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Legends to Figures 
Figure 1: Caspase-9 is dispensable for ceramide generation in CD95 signaling. 
A, Protein extracts derived from wild-type (WT), caspase-8 and -10-doubly-deficient 
(!C8/10) or caspase-9-deficient (!C9) Jurkat cells were analysed by Western blotting 
using anti-caspase-8, anti-caspase-9 or anti-"-actin antibodies. B, C, Cells were 
incubated in the presence of 50 ng/mL (B) or 500 ng/mL (C) CD95L for 8 hours. 
Ceramide content and cell viability were measured by the DAG kinase method and 
MTT test, respectively. Data are means ± sem of three independent experiments (**: 
p<0.01; ***: p<0.001, as compared to untreated cells). 
 
Figure 2: CD95L-induced ceramide generation, cytochrome c release from 
mitochondria and cascade caspase activation are enhanced in SMS1 
knockdown Jurkat cells. 
A, SMS1 KD Jurkat cells were incubated in the presence of 2.5 µM C6-NBD-
ceramide for 2 hours. SM synthase (SMS) and GlcCer synthase (GCS) activities 
were determined by quantifying fluorescent SM and GlcCer. SMS and GCS activities 
in SMS1KD Jurkat cells are expressed as the percentage of those measured in 
control Jurkat cells, and data are means ± sem of four independent experiments. B, 
SMS1 KD and control (cnt) Jurkat cells were incubated for the indicated times with 
100 ng/mL CD95L. Ceramide content was evaluated by the DAG kinase assay and is 
expressed as percent of untreated cells. Data are means ± sem of three independent 
experiments. C, SMS1 KD and control (cnt) Jurkat cells were incubated for the 
indicated times with 10 ng/mL CD95L. Then, cells were stained with DAPI and anti-
cytochrome c antibody, and analyzed by fluorescence microscopy. Percentages of 
cells having diffuse cytochrome c staining and fragmented nuclei were determined. 
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Data are means ± sem of four independent experiments. D, SMS1 KD and control 
(cnt) Jurkat cells were incubated with the indicated concentrations of CD95L for 8 
hours. Protein extracts were analyzed by western blot using anti-caspase-8, 
caspase-9, caspase-3, PARP and !-actin antibodies. 
 
Figure 3: C2-ceramide induces apoptosis in a caspase-9-dependent manner. 
Wild-type (WT), caspase-8-deficient ("C8), caspase-8 and -10-doubly-deficient 
("C8/10) and caspase-9-deficient ("C9) Jurkat cells were incubated for 16 hours in 
the presence of C2-ceramide (10 µM or as indicated). A and B, Cell viability was 
evaluated by the MTT test and is expressed as % of untreated cells. Data are 
representative of two independent experiments (A) and are means ±sem of three 
independent experiments (**: p<0.01) (B). C and D, Wild-type (WT) and caspase-9-
deficient ("C9) Jurkat cells were incubated for 6 hours in the presence or absence of 
10 µM C2-ceramide (C2-Cer). Protein extracts were analyzed by Western blotting 
using anti-caspase-9 and -3 antibodies (C). The cell morphology was evaluated 
under fluorescence microscopy after Syto13 and propidium iodide staining (D). Data 
are representative of two independent experiments.  
 
Figure 4: Analysis of C2-ceramide-induced apoptosis and cytochrome c 
release in caspase-9-deficient Jurkat cells. WT Jurkat cells and caspase-9-
deficient ("C9) Jurkat cells were treated with or without 10 µM C2-ceramide for 6 
hours and stained with DAPI and anti-cytochrome c antibody and analyzed by 
fluorescence microscopy. A, Pictures are from one representative experiment. B, 
Percentages of cells with fragmented nuclei and diffuse cytochrome c staining were 
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determined. Data are means ± sem of 3 independent experiments (*: p<0.05; n.s.: 
not significant). 
 
Figure 5: Expression of caspase-9 restores C2-ceramide-induced apoptosis in 
caspase-9-deficient Jurkat cells. A, Caspase-9-deficient (!C9) Jurkat cells and 
their stably corrected counterparts (!C9+) were incubated in the presence or 
absence of 10 µM C2-ceramide. After 16 hours, cell viability was evaluated by the 
MTT assay. Data are means ± sem of three independent experiments. Inset, protein 
extracts were analyzed by Western blotting using anti-caspase-9 or "-actin 
antibodies. B, !C9+ cells were incubated for 6 hours in the presence or absence of 
10 µM C2-ceramide and protein extracts were western blotted using anti-caspase-9 
and anti-caspase-3 antibodies. C, !C9+ cells were incubated for 6 hours in the 
presence or absence of 10 µM C2-ceramide, stained with Syto 13 and propidium 
iodide and analyzed by fluorescence microscopy.  
 
Figure 6: C16-ceramide-induced apoptosis is impaired in caspase-9-deficient 
Jurkat cells. A and B, Wild-type Jurkat cells were incubated in the presence of C16-
ceramide (C16-Cer, 10 µM) or vehicle for 6 hours. A, Protein extracts were western 
blotted using anti-caspase-9 or caspase-3 antibodies. B, Cells were stained with 
DAPI and analyzed by fluorescence microscopy. Arrows indicate cells displaying 
nuclear condensation and/or fragmentation. C and D, Wild-type (WT) and caspase-9-
deficient (!C9) Jurkat cells were incubated in the presence of vehicle or the indicated 
C16-ceramide concentrations for 6 hours. Cells were labeled with Annexin-V/FITC 
and propidium iodide, and analyzed by flow cytometry. C, Data are from a 
representative experiment of three independent experiments. D, Cells labeled either 
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with Annexin-V or propidium iodide were considered as dead; data are means ± sem 
of 3 independent experiments (*: p<0.05; n.s.: not significant). 
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IV.2. Conclusion de l’article 3 :  
 
Dans cette étude, nous avons mis en évidence que CD95L induit une accumulation de 
céramide qui dépend des caspases 8 et 10 mais pas de la caspase 9. Quelque soit la dose de 
CD95L testée (50 ou 500 ng/mL), l’accumulation de céramide est inhibée dans des cellules 
doublement déficientes en caspases 8 et 10 tandis que la déficience en caspase 9 n’affecte pas 
l’accumulation de ce lipide. A l’inverse, les cellules déficientes en caspase 9 résistent à la 
perte de viabilité induite par 50 ng/mL de CD95L tandis qu’elles sont sensibles à 500 ng/mL. 
Ces résultats suggèrent d’une part que la production de céramide à lieu en aval des caspases 8 
et 10 dans la signalisation de CD95 et en amont de la caspase 9. Ceci est en accord avec nos 
observations précédentes (cf. article 2) et avec les données de la littérature. En effet, Tepper et 
ses collaborateurs indiquent que l’accumulation de céramide dépendante de CD95 est inhibée 
par le zVAD-fmk ou par la surexpression de FlipL mais pas par un inhibiteur des caspases 
effectrices (Tepper et al., 1999 ; Tepper et al., 1997). De plus, le groupe de Blenis a mis en 
évidence que l’accumulation de céramide dépendante de CD95 était inhibée dans des cellules 
déficientes en caspase 8. Toutefois, notre étude est, à notre connaissance, la première mise en 
évidence génétique de l’absence d’implication de la caspase 9 dans cette accumulation. 
D’autre part, nos résultats suggèrent que l’accumulation de céramide, même tardive, n’est pas 
une simple conséquence de la mort cellulaire. Nous avons également mis en évidence que les 
cellules exprimant de façon stable un siRNA dirigé contre la SMS1 accumulent plus de 
céramide, présentent un relargage du cytochrome c et une activation des caspases en 
particulier de la caspase 9 et 3 exacerbés en réponse à CD95L comparé à des cellules 
contrôles. Ceci confirme nos observations précédentes (cf. article 2) et suggère également que 
l’accumulation de céramide dans la signalisation de CD95 pourrait favoriser l’activation de la 
voie mitochondriale dans les cellules Jurkat, cellules de type II. De façon intéressante, les 
cellules déficientes en caspase 9, contrairement aux cellules doublement déficientes en 
caspases 8 et 10 résistent à l’apoptose induite par le C2-céramide. Par ailleurs, les cellules 
déficientes en caspase 9 présentent un relargage du cytochrome c comparable à des cellules 
contrôles en réponse au C2-céramide, tandis que l’apoptose nucléaire est clairement inhibée 
par la déficience en caspase 9, suggérant que cette protéase joue un rôle majeur dans 
l’induction de l’apoptose par le céramide au niveau post-mitochondrial. La réexpression de la 
caspase 9 dans des cellules déficientes restaure leur sensibilité à l’apoptose induite par le C2-
céramide, indiquant que nos observations ne sont pas liées à un effet clone. Enfin, la 
déficience en caspase 9 confère également une résistance vis-à-vis du C16-céramide naturel, 
 137 
qui est le céramide majoritaire dans les cellules Jurkat et celui qui s’accumule le plus en 
réponse à CD95L (cf. article 2). Ces résultats suggèrent donc que l’accumulation de céramide 
dépendante de CD95 est un évènement proximal de signalisation, dépendant des caspases 
initiatrices 8 et 10 mais pas de la caspase 9. Cette accumulation pourrait favoriser les 
événements mitochondriaux de l’apoptose, tels que le relargage du cytochrome c qui permet 
l’activation de la caspase 9, protéase dont l’activation semble cruciale dans la mort 
dépendante d’une élévation de céramide. 
 
!
 138 
DISCUSSION 
 
Dans la première partie de cette thèse, nous avons cherché à évaluer le rôle des 
caspases initiatrices 8 et 10 dans la mort cellulaire dépendante de CD95. Nos résultats 
renforcent l’hypothèse selon laquelle la caspase 10 jouerait un rôle de caspase initiatrice 
fonctionnellement impliquée dans la mort apoptotique induite par CD95L. Ces résultats 
suggèrent également que cette caspase participerait à la mort induite par ce ligand en présence 
de zVAD-fmk, jusqu’ici considérée, à tort, comme caspase-indépendante. 
 
 La caspase 10 n’est pas exprimée chez la souris et on ne dispose donc pas d’animaux 
déficients pour cette protéine, dont les fonctions physiologiques doivent vraisemblablement 
être assurées par une autre protéine, potentiellement la caspase 8. Chez l’Homme, la caspase 
10 pourrait à la fois jouer des rôles redondants de ceux de la caspase 8, mais également des 
rôles distincts. Tout comme la caspase 8, avec laquelle elle partage un locus génétique 
commun sur le chromosome 2, la caspase 10 est recrutée au sein du DISC des TRAILRs et de 
CD95 de façon FADD dépendante et toutes deux sont capables de cliver Bid (Milhas et al., 
2005 ; Wang et al., 2001 ; Kischkel, 2001 ; Sprick et al., 2002). Les recrutements de ces deux 
caspases au sein du DISC sont toutefois indépendants l’un de l’autre (Kischkel, 2001). La 
caspase 10 peut, non seulement cliver Bid au même site de clivage que la caspase 8 pour 
générer la forme p15 t-Bid, mais elle est également capable de cliver Bid au même site de 
clivage que la granzyme B, ce qui suggère que la caspase 10 pourrait, d’une part compenser 
une absence ou une mutation de la caspase 8 pour le clivage de Bid, mais également assurer le 
clivage d’une protéine Bid mutée sur le site consensus de clivage pour la caspase 8 (Fischer et 
al., 2005). De façon intéressante, il a été observé que certains patients souffrant d’ALPS 
présentent des mutations de la caspase 10, suggérant qu’une ou plusieurs des fonctions de 
cette protéine en faveur de la mort cellulaire ne peuvent être compensées par la caspase 8, 
exprimée normalement dans les cellules de ces patients (Wang et al., 1999). Des mutations de 
la caspase 8 induisent un syndrome proche des ALPS ainsi qu’un défaut d’activation des 
cellules B, T et des NK qui favorise l’apparition récurrente d’infections virales et 
bactériennes. Ces observations suggèrent qu’in vivo, chez l’Homme, la caspase 8 possède 
certaines fonctions différentes de la caspase 10 (Chun et al., 2002). De façon intéressante, les 
patients souffrant d’ALPS ont un risque accru de développer des lymphomes, renforçant 
l’importance de la mort dépendante de CD95 dans la limitation de l’apparition de cancers (au 
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moins dans le compartiment lymphoïde). De plus, l’équipe d’Avi Ashkenazi a mis en 
évidence sur 35 lignées cellulaires de carcinomes pulmonaires que seules 20 exprimaient la 
caspase 10 contre 29 pour la caspase 8 au niveau protéique. De même, sur 20 lignées de 
carcinomes mammaires, toutes expriment la caspase 8 tandis que seules 4 d’entre elles 
présentent une expression nette de la caspase 10. Face à ces observations, les auteurs ont 
proposé qu’une expression faible ou nulle de la caspase-10 constitue un mécanisme 
d’échappement à l’apoptose des cellules cancéreuses (Kischkel, 2001). Certaines études ont 
également mis en évidence la présence de mutations inactivatrices de la caspase 10 dans des 
échantillons de cancers gastriques et de lymphomes non-Hodgkiniens (Park et al., 2002 ; Shin 
et al., 2002). Ces études suggèrent donc que la caspase 10, qui pourrait également participer à 
la mort cellulaire induite par certaines chimiothérapies, posséderait un rôle anti-tumoral.  
 
 Plusieurs équipes ont cherché à comprendre si la caspase 10 pouvait permettre 
l’induction de mort dépendante des DR en l’absence de caspase 8 dans des cellules 
cancéreuses. Ainsi, des auteurs ont observé que des cellules Jurkat déficientes en caspase 8 
transfectées pour exprimer la caspase 10, meurent par apoptose dépendante de CD95 dans le 
cas d’un signal suffisamment prolongé, ce qui suggère que cette caspase est bien capable de 
se substituer à la caspase 8 pour l’induction de mort, mais qu’il existe probablement un taux 
seuil d’activation de la caspase 10 à atteindre pour l’induction de l’apoptose (Kischkel, 2001). 
En 2001, l’équipe de Michael J Lenardo a également mis en évidence dans les cellules I9-2 
que l’expression des caspases 8 ou 10 seules permet de les sensibiliser à la mort induite par 
CD95L (Wang et al., 2001). Dans des cellules HeLa, la surexpression d’une caspase 10 
fonctionnelle s’accompagne d’une induction d’apoptose alors que l’expression des caspases 
présentant des mutations ponctuelles inactivatrices, correspondantes à celles observées chez 
les deux patients souffrant d’ALPS-CASP10 décrits dans cette étude, n’induit pas ou peu de 
toxicité (Wang et al., 1999). Il a également été suggéré que la caspase 10 participait à 
l’induction d’apoptose par TRAIL (Wang et al., 2001 ; Engels et al., 2005). En effet, les 
lymphocytes T de patients atteints d’ALPS-CASP10 sont non seulement résistants à 
l’apoptose induite par CD95L, mais également à l’apoptose induite par TRAIL, renforçant 
l’idée selon laquelle la caspase 10 participe à l’apoptose dépendante de ces DR, et que des 
formes mutées de cette protéine exercent un effet dominant négatif.  
 
Toutefois, l’implication de la caspase 10 dans l’apoptose dépendante de CD95 et 
TRAIL a été remise en cause (Sprick et al., 2002). Plusieurs hypothèses peuvent être émises 
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pour expliquer les différences de résultats obtenus dans les travaux évaluant le rôle de cette 
protéine dans la mort cellulaire dépendante de CD95. Tout d’abord, les niveaux d’expression 
de la caspase 10 diffèrent d’une étude à l’autre : certains travaux se sont attachés à exprimer 
la caspase 10 a des niveaux faibles, voire inférieurs à ceux physiologiquement trouvés dans 
les cellules parentales. En ce sens, il est possible que dans des cellules déficientes en caspase 
8, il soit nécessaire d’atteindre un certain seuil de caspase 10 activée pour compenser la perte 
en caspase 8 et que l’expression soit trop faible dans certains des clones générés. En outre, 
ceci rejoindrait également les observations selon lesquelles une stimulation faible de CD95 
induit plutôt des voies en faveur de la survie cellulaire (Lavrik et al., 2007). Dans notre étude, 
nous avons choisi d’évaluer à la fois la réponse de cellules exprimant des niveaux faibles de 
caspases (en utilisant des cellules I9-2d, l’exprimant naturellement ou des HeLa caspases 10 
transfectées de façon stable), ou au contraire, de cellules l’exprimant fortement (en utilisant 
des cellules Jurkat et HeLa transfectées de façon transitoire). Par ailleurs, il est important de 
souligner que la génération de clones transfectés de façon stable peut s’accompagner de la 
sélection de cellules ayant acquis des caractéristiques « de compensation », dont des 
modifications de l’expression de membres anti ou pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 ou 
d’inhibiteurs cellulaires des caspases, qui pourrait influencer la signalisation de CD95 de 
façon importante. Il pourrait ainsi être intéressant de tester la sensibilité des différents clones 
réexprimant la caspase 10 mentionnés dans la littérature à d’autres molécules cytotoxiques, 
notamment de chimiothérapie, afin de s’assurer de l’absence de ce type de modification. Il est 
également important de noter que les types d’agonistes de CD95 diffèrent entre les diverses 
études, or ces agonistes induisent des événements moléculaires différents qui pourraient 
conditionner l’intervention de la caspase 10 (Legembre et al., 2003). 
Nos résultats suggèrent également que la caspase 10, dont l’activation n’est pas 
efficacement inhibée par le zVAD-fmk, pourrait participer à la mort cellulaire dépendante de 
CD95 jusqu’ici considérée comme « caspase indépendante ». Le mécanisme d’implication de 
la caspase 10 dans la mort ayant lieu en présence de zVAD-fmk reste à déterminer. La plupart 
des études décrivant la mort cellulaire caspase-indépendante ont été réalisées, soit dans des 
cellules déficientes en caspase 8, soit dans des cellules parentales incubées en présence de 
zVAD-fmk. La morphologie des cellules mourant dans ces conditions est essentiellement 
nécrotique et cette mort cellulaire est dépendante de FADD et de RIP1 (Holler et al., 2000). 
Cette mort impliquerait également la génération de ROS (Matsumura et al., 2000). Dans notre 
étude, les cellules mourant en présence de CD95L et de zVAD-fmk présentent plutôt une 
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morphologie apoptotique. De façon intéressante, des auteurs indiquent que la perte des cIAPs 
sensibilise les cellules à la mort induite par CD95L et que cette mort ne peut être inhibée que 
par la présence conjointe d’inhibiteurs des caspases et de RIP1 (Geserick et al., 2009). La 
caspase 10 est recrutée et pourrait potentiellement jouer des rôles de signalisation dans 
plusieurs complexes protéiques en plus du DISC, et des mutations inactivatrices de cette 
protéase pourraient donc aussi jouer des effets dominants négatifs au sein de divers 
macrocomplexes de signalisation.  
De façon intéressante, deux études récentes ont mis en évidence que la perte des cIAPs 
favorise la formation d’un complexe nommé le ripoptosome, indépendamment de la ligation 
des DR (Bourteele et al., 1998 ; Feoktistova et al., 2011). Or, ce complexe comprend les 
protéines RIP1, FADD, la caspase 10, la caspase 8 et différentes isoformes de cFLIP et 
pourrait induire de la nécroptose ou de l’apoptose, selon l’isoforme de cFLIP présente au sein 
de ce complexe. Le rôle exact de la caspase 10 dans la formation, l’activité du ripoptosome et 
la détermination du destin cellulaire (apoptose, nécroptose, survie) par le ripoptosome n’a pas 
été évalué dans cette étude et reste à déterminer. Trois études ont mis en évidence que des 
composants du DISC, en l’occurrence FADD et la caspase 8, induirait un effet inhibiteur sur 
la fonction du nécrosome, complexe protéique comprenant RIP1 et RIP3, chez la souris 
(Kaiser et al., 2011 ; Oberst et al., 2011 ; Zhang et al., 2011). Par ailleurs, une étude dans la 
littérature indique que la caspase 8, mais pas la caspase 10, pourrait cliver RIP1 (Wang et al., 
2001) tandis qu’une autre indique que les deux caspases seraient capables de cliver cette 
protéine (Fischer et al., 2005) et le potentiel inhibiteur de la caspase 10 vis-à-vis du 
nécrosome via le clivage de RIP1 reste donc à évaluer. Bien que l’existence du ripoptosome 
n’ait pas été mis en évidence dans la signalisation des DR, il pourrait être intéressant de 
réévaluer et de déterminer si la mort cellulaire ayant lieu en présence de zVAD-fmk ou en 
absence de caspase 8, et pouvant impliquer la caspase 10, dépend d’un effet régulateur, positif 
ou négatif, de la fonction du nécrosome. Par ailleurs, il est également possible que la mort 
apoptose-like observée en présence de CD95L et de zVAD-fmk via la caspase 10 soit la 
résultante de son activité résiduelle et de sa capacité à cliver Bid et à induire une 
perméabilisation de la membrane mitochondriale qui permet le relargage de facteurs tels que 
AIF ou endoG, dont la fonction conduit à l’apparition de caractéristiques morphologiques 
proches de celles de l’apoptose. L’implication de la perméabilisation mitochondriale et le 
relargage des facteurs mitochondriaux dans nos conditions expérimentales restent à évaluer. 
En outre, il serait intéressant de déterminer si des variations d’expression des différentes 
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formes de cFLIP influencent le type de mort cellulaire ayant lieu en présence de zVAD-fmk 
dans la signalisation de CD95. 
 
Dans la seconde partie de cette thèse, nous avons cherché à comprendre le rôle du 
céramide et des SMS en tant que modulateurs de la mort dépendante des DR.  
 
La synthèse de SM peut être modulée dans certaines conditions physiologiques et 
physiopathologiques. Cette activité a été rapportée comme étant augmentée au cours de la 
transformation cellulaire et dans des cellules leucémiques de patients chimiorésistants. Il est à 
noter qu’aucune autre donnée n’est connue quant à l’expression ou l’activité de ces enzymes 
dans les cellules cancéreuses et que ceci reste donc à déterminer. Des résultats de macroarray 
obtenus au sein de l’équipe (données non montrées) indiquent que l’expression de l’ARNm de 
la SMS1 serait significativement modifiée dans plus de 50% des échantillons cancéreux 
testés. Alors que 11% des échantillons présentaient des augmentations, 38% avaient une 
diminution de l’expression de l’ARNm de la SMS1. Bien que préliminaires, ces données 
indiquent une dérégulation de l’expression du gène de la SMS1, par des mécanismes 
transcriptionnels ou post-transcriptionnels qui restent à déterminer. Les conséquences de ces 
variations d’expression de l’ARN sont à évaluer au niveau protéique et enzymatique. De plus, 
nous souhaiterions étudier l’impact de ces variations d’expression sur divers processus 
biologiques comme la migration et la différenciation cellulaire. 
 
L’activité de SM est inhibée par divers stress cellulaires, de façon directe, via une 
diminution de l’activité spécifique des SMS elles-mêmes, ou de façon indirecte, via un 
démantèlement de l’appareil de Golgi, ou via une phosphorylation de CERT, par exemple. 
Ces modulations joueraient potentiellement un rôle fonctionnel, permettant une résistance des 
cellules au stress environnementaux dans le cas d’une augmentation, ou au contraire, à une 
sensibilisation à ces stress dans le cas d’une inhibition de l’activité de synthèse de SM.  
 
Nos résultats mettent en évidence une inhibition précoce de l’activité de synthèse de 
SM dans la signalisation de CD95, ce qui participerait à l’accumulation de céramide et à la 
mort induite par ce ligand. Concernant les mécanismes possibles d’inhibition, trois ont été mis 
en évidence par notre étude (Figure 36) : (i) une inhibition de la synthèse de 
phosphatidylcholine, substrat des SMS, qui pourrait être la résultante d’un clivage caspase-
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dépendant d’une ou plusieurs des enzymes responsables de sa synthèse en particulier la CCT-
alpha, substrat connu des caspases (Lagace et al., 2002) ; (ii) un clivage caspase-dépendant de 
la SMS1 ; (iii) une relocalisation de la SMS1 dans le cytoplasme suite au démantèlement du 
Golgi qui est un événement précoce dans la signalisation de CD95, déjà décrit dans la 
littérature (Mukherjee et al., 2007), pouvant moduler la synthèse de SM (Chandran & 
Machamer, 2008) et qui participerait aux effets intracellulaires du céramide (Hu et al., 
2005). L’inhibition in situ de l’activité de synthèse de SM, contrairement à l’activité 
spécifique de l’enzyme, n’est pas totalement contrecarrée par l’utilisation de zVAD-fmk, 
suggérant qu’une partie des mécanismes mis en jeu dans la cellules ne dépend pas de 
l’activation des caspases sensibles à cet inhibiteur. Il pourrait ainsi être intéressant de 
déterminer si les cellules I9-2d présentent une inhibition de l’activité SMS in situ.  
 
Il reste également envisageable, qu’en plus des enzymes responsables de la synthèse 
de novo de céramide, de CERT et de l’éventuelle protéine responsable de la translocation des 
substrats de la SMS vers l’intérieur de l’appareil de Golgi, la SMS possède des protéines co-
facteurs enzymatiques au sein du Golgi dont l’expression ou l’activité puisse être régulée par 
l’induction d’un stress cellulaire. CERT, comme la SMS1, possède des sites putatifs de 
clivage par les caspases et l’éventuelle protéolyse, ainsi que la fonctionnalité de cette protéine 
au cours de la signalisation de CD95, sont en cours d’investigation dans notre laboratoire. Il 
pourrait par ailleurs être intéressant d’identifier la ou les caspases impliquées par interférence 
à l’ARN. L’apparition de deux formes clivées par Western blot dans ces cellules laisse penser 
que la SMS1 est au moins clivée à deux sites différents. L’analyse des formes clivées par 
spectrométrie de masse permettrait de déterminer les sites de clivages préférentiels. 
L’expression de différents mutants non clivables par les caspases dans des cellules 
eucaryotes, si ils n’induisent pas de perte de l’activité catalytique dans des conditions basales, 
pourrait également permettre de déterminer l’importance du clivage de cette enzyme dans la 
signalisation de CD95. Par ailleurs, la SMS1 possède un domaine SAM (Sterile Alpha Motif) 
classiquement impliqué dans des interactions protéines-protéines, et pourrait donc interagir 
avec des protéines pouvant réguler sa fonction. Toutefois, aucune donnée de la littérature 
n’indique l’existence d’homo-complexes de SMS1 ou 2 et aucun partenaire protéique n’a 
jusqu’ici été identifié. 
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On estime que 5% du protéome est substrat des caspases (Crawford & Wells, 2010) et 
il est ainsi envisageable que certains de ces substrats ne soient que des « by-standers » dont le 
clivage ne modifie pas l’induction de mort cellulaire. Nos résultats indiquent que l’inhibition 
de l’activité de synthèse de SM a lieu dès 15 minutes, temps auquel aucune modification 
nucléaire n’est observée. De plus, cette inhibition a également lieu dans des cellules 
déficientes en caspase 9, qui résistent à l’apoptose induite par CD95L. Ainsi, ces données 
suggèrent que ce phénomène n’est pas une simple résultante de la mort cellulaire. Nos 
résultats indiquent également que la modulation de la SMS1 peut influencer l’apoptose 
induite par TRAIL et CD95L dans différents types de cellules cancéreuses. Ainsi, la 
surexpression de la SMS1 s’accompagne d’une résistance des cellules cancéreuses vis-à-vis 
Figure 36 : Mécanismes d’inhibition de l’activité de synthèse de SM par la SMS1 dans la signalisation 
de CD95. 1. Une inhibition de la synthèse de novo de phosphatidylcholine (PC), potentiellement liée à un 
clivage et à une inhibition caspase-dépendante de la CTP :phosphocholinecytidylyltransferase (CCT). 2. 
Une inhibition du transfert de céramide par CERT du RE vers le Golgi. 3. Une inhibition et un clivage 
caspase-dépendant de la SMS1. 4. Une fragmentation caspase-dépendante de l’appareil de Golgi. 
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de ces ligands, tandis que l’inhibition de l’expression de cette enzyme, surexprimée ou 
endogène, les sensibilise. 
 
L’effet modulateur de la SMS1 sur cette signalisation pourrait s’exercer à plusieurs 
étapes de la voie apoptotique (Figure 37). Ainsi, nos résultats indiquent que la surexpression 
de la SMS1 inhibe la formation du DISC. Il serait intéressant d’évaluer les événements 
membranaires précoces, tels que le clustering des DR, leur regroupement au sein des rafts, ou 
leur internalisation, afin de mieux comprendre le mécanisme d’inhibition mis en jeu. Il est par 
ailleurs envisageable que la fluidité membranaire soit plus largement affectée par des 
modulations d’expression des SMS, en dehors même de toute stimulation. Il serait également 
intéressant d’évaluer la localisation des DR par microscopie, en effectuant des co-marquages 
avec des molécules liant spécifiquement certains sphingolipides, comme la lysénine, qui 
permet de détecter la SM. Il est à noter que plusieurs études ont au contraire suggéré que la 
SMS1 jouent un rôle pro-apoptotique dans la signalisation de CD95 (cf. chapitre II.4.4). Dans 
ces différentes études, la stratégie expérimentale employée était différente, étant donné que 
les auteurs ont utilisé des cellules totalement déficientes en SM. Ces cellules, qui résistent à 
l’apoptose dépendante de CD95, ont été transfectées pour exprimer la SMS1. L’expression de 
la SMS1, non seulement restaure une synthèse de SM, mais permet aussi de sensibiliser les 
cellules vis-à-vis d’un ligand de CD95. Dans ces cellules totalement déficientes, la déplétion 
forte en SM pourrait être telle que le pool de SM disponible pour l’hydrolyse en céramide qui 
favorise le clustering de CD95, soit trop réduit, et que la pré-association de CD95 au sein des 
radeaux lipidiques soit affectée, phénomènes qui expliqueraient l’altération de la formation du 
DISC constatée par ces auteurs (Miyaji et al., 2005 ; van Blitterswijk et al., 2010). A 
l’inverse, les modulations de l’expression de la SMS1 dans les modèles cellulaires que nous 
avons utilisé restent modérées.  
 
Nos résultats indiquent également que la modulation de l’expression de la SMS1 
pourrait réguler le relargage du cytochrome c et l’activation de la caspase 9. En accord avec 
cette hypothèse, il semblerait que la voie mitochondriale, et surtout l’activation de la caspase 
9 qui en découle, soit particulièrement impliquée dans la mort induite par le céramide. Nos 
données indiquent ainsi que des cellules déficientes en caspase 9 résistent à la mort induite 
par des doses modérées de C2 et de C16-céramide, bien que le relargage du cytochrome c soit 
comparable à celui observé dans des cellules contrôles. Ceci minimise donc l’implication 
potentielle d’autres facteurs relargués par la mitochondrie (tels que AIF ou EndoG) dans ces 
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conditions et suggère une implication majeure de l’apoptosome. A l’inverse, le traitement de 
cellules Jurkat avec des doses forte de céramide exogène, conduit à une mort de type 
nécrotique, indépendante de la caspase 9.  
 
La SMS1 étant une enzyme principalement Golgienne, le pool de céramide 
directement modulé par cette enzyme est situé au niveau de cet organite. De façon 
intéressante, la fragmentation de l’appareil de Golgi est un des phénomènes induits par le 
céramide. Par ailleurs, il a été décrit dans la littérature que, tout comme pour les MAMs du 
RE, certaines parties de l’appareil de Golgi pouvaient être redistribuées avec des membranes 
mitochondriales au cours de l’apoptose induite par CD95. Ceci pourrait alors permettre une 
élévation mitochondriale de céramide qui pourrait exercer un effet direct d’activation du 
relargage de facteurs mitochondriaux en faveur de la mort cellulaire. Par ailleurs, la 
génération de céramide par la voie de synthèse de novo a également été proposée dans les 
signalisations induites par CD95L et TRAIL. Il est imaginable que l’accumulation de 
céramide au niveau de l’appareil de Golgi, qui pourrait avoir lieu dans le cas d’une inhibition 
de l’activité de synthèse de SM dans la signalisation de CD95, ait un effet inhibiteur sur le 
transport de céramide du RE vers le Golgi par CERT. De plus, la fragmentation de l’appareil 
de Golgi diminue la fonction de transport de CERT. Ainsi, on peut imaginer que le céramide 
néo-synthétisé dans le RE puisse s’accumuler au sein de cet organite et induire, d’une part un 
stress du RE voire, en se propageant au niveau des MAMS, faciliter une perméabilisation des 
membranes mitochondriales via divers mécanismes. Le céramide pourrait potentiellement 
activer la voie mitochondriale via une action sur des protéines cibles. La fonctionnalité des 
mitochondries pourrait également être altérée par une modulation de l’expression de la SMS1. 
Ainsi, le phénotype des souris KO pour la SMS1 est particulièrement intéressant en ce sens 
puisque ces animaux présentent une altération de la sécrétion d’insuline par les îlots béta 
pancréatiques en réponse au glucose, phénomène induit par des dysfonctionnements 
mitochondriaux qui dépendrait d’une accumulation de ROS (Yano et al., 2010). Par ailleurs, 
la déficience en CERT est létale au stade embryonnaire et cette létalité est liée à une dilatation 
du RE et à une dégénération mitochondriale par accumulation de céramide (Wang et al., 
2009). Qu’il s’agisse de la signalisation de TRAIL ou de CD95L, nous n’avons pas observé 
d’effet net de l’inhibition de l’expression de la SMS2 sur l’induction d’apoptose, suggérant ici 
aussi, que la compartimentalisation et la localisation des lipides joue un rôle important de 
modulation de leur fonction.  
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Il est également important de souligner que la synthèse de SM par les SMS 1 
s’accompagne d’une production de DAG. Or, le DAG est un lipide bioactif liant et 
activant potentiellement des protéines de type PKC. Ainsi, Chiara Luberto et ses 
collaborateurs ont mis en évidence que l’activité de synthèse de SM induit une élévation 
de DAG dans le Golgi, qui n’est pas détectable à l’échelle de la cellule entière, ce qui 
pourrait expliquer notamment pourquoi nous n’avons pas observé de modulation du taux 
de ce lipide dans nos conditions expérimentales. De plus, ce groupe a mis en évidence que 
le DAG produit au niveau de l’appareil de Golgi par l’activation de la synthèse de SM 
Figure 37: Modulation de la signalisation apoptotique dépendante de CD95 et des TRAILRs par 
modification de l’activité SMS : mécanismes mis en évidence et hypothèses. A. La modulation de la 
synthèse de novo de céramide au sein du RE, de son transport par CERT et de la synthèse de SM dans 
l’appareil de Golgi pourraient avoir un impact sur les pools de sphingolipides du RE et de l’appareil de 
Golgi. B. Ceci pourrait influencer le recrutement de protéines régulatrices de la signalisation des DR, telle 
que la PKD, au sein de ces organites. C. Des échanges membranaires entre le RE ou l’appareil de Golgi et 
la mitochondrie pourrait influencer la perméabilisation de cet organite de façon directe. D. La modulation 
de la synthèse de céramide et/ou de SM pourrait aussi modifier le taux de sphingolipides à la membrane 
plasmique. E. Une variation des taux de sphingolipides de la membrane plasmique pourrait moduler les 
événements membranaires de la signalisation des DR (pré-association des DR au sein des radeaux 
lipidiques, vitesse de regroupement de ces récepteurs suite à la liaison des ligands, internalisation des 
récepteurs). F. La modulation des événements membranaires influencerait l’intensité et/ou la cinétique de 
formation du DISC et l’activation des différentes caspases, au moins pour certains types cellulaires. G. De 
façon dépendante, ou non, de la modulation de la formation du DISC, les événements mitochondriaux 
(relargage du cytochrome c, d’AIF ou d’Endo G notamment) seraient alors modifiés. A ce titre, l’impact de 
la modulation de l’expression des membres de la famille de Bcl-2 sur la régulation de la signalisation de 
mort par l’activité SMS pourrait être évalué. H. Ainsi, la modulation d’une ou plusieurs des étapes citées ci-
dessus par l’activité de synthèse de SM expliquerait la régulation de la sensibilité cellulaire à CD95L et à 
TRAIL. 
 
 148 
permet le recrutement de la PKD (Protein Kinase D)/PKCµ (Villani et al., 2008). Sachant que 
la surexpression de la PKD inhibe l’induction d’apoptose induite par CD95L (Trauzold et al., 
2003), il est possible que l’inhibition de la synthèse de SM, qui a lieu au cours de l’apoptose 
induite par CD95, s’accompagne aussi d’une diminution du DAG Golgien, et de l’activation 
de la PKD, levant ainsi l’inhibition exercée par cette protéine sur la signalisation de CD95. Il 
serait ainsi intéressant d’évaluer le recrutement de cette protéine à l’appareil de Golgi, ainsi 
que son niveau d’activation au cours de l’apoptose induite par CD95 dans des cellules 
surexprimant, ou non, la SMS1. De plus, étant donné que le DAG lui-même peut s’opposer à 
l’action cytotoxique du céramide  (Jarvis et al., 1994), l’inhibition de la synthèse de SM, si 
elle s’accompagne bel et bien d’une baisse de DAG, pourrait également lever cette inhibition. 
 
Nos données préliminaires suggèrent également qu’il pourrait exister des différences 
de métabolisme du céramide entre les cellules de type I et de type II, avec des différences de 
synthèse de SM et peut être de certains gangliosides. Par ailleurs, nos travaux sur les cellules 
de type I SW480, indiquent qu’elles ne peuvent être rendues résistantes à l’apoptose TRAIL-
dépendante par surexpression de la SMS1, contrairement aux deux autres modèles cellulaires 
HCT 116 et HeLa, de type II. Il serait ainsi intéressant de réaliser une étude de criblage d’un 
nombre suffisamment important de cellules cancéreuses dont la sensibilité et le type de 
réponse à CD95/TRAIL sont connues afin d’évaluer leur métabolisme sphingolipidique et 
d’identifier si il s’agit là de caractéristiques généralisables. Ainsi, une seconde étape pourrait 
être de moduler l’expression et/ou l’activité des enzymes du métabolisme afin de déterminer 
si l’on peut modifier le type de réponse et/ou la sensibilité cellulaire à CD95L/TRAIL. 
Plusieurs groupes ont réalisé des études de criblage afin de mieux définir les cellules de type I 
et de type II. En 2003, le groupe de Marcus Peter a mis en évidence en testant 58 lignées 
cancéreuses, que les cellules de type I possédaient plutôt des caractéristiques 
mésenchymateuses, tandis que les cellules de type II possédaient plutôt des caractéristiques  
épithéliales, et les auteurs ont alors suggéré que les cellules de type I et de type II 
représenteraient des étapes différentes de la carcinogénèse (Algeciras-Schimnich et al., 2003). 
Par ailleurs, une étude indique que le métabolisme des glycosphingolipides pourrait ainsi 
influencer la transition épithélio-mésenchymateuse. Ainsi, le traitement de plusieurs lignées 
cellulaires par un inhibiteur de la GCS diminue l’expression d’un marqueur épithélial, 
augmente celle de marqueurs mésenchymateux et favorise la motilité cellulaire (Guan et al., 
2009). A ce titre, il pourrait être intéressant d’évaluer si la transition épithélio-
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mésenchymateuse s’accompagne et/ou peut être induite par des modulations de la synthèse de 
SM. 
 
Nos travaux indiquent que la capacité des cellules à métaboliser le céramide en SM 
confère également une résistance vis-à-vis de molécules de chimothérapie anti-cancéreuse. 
Ainsi, une inhibition modérée de la synthèse de SM pourrait être une stratégie thérapeutique 
intéressante pour permettre de sensibiliser les cellules aux agonistes des DR et à la 
chimiothérapie.  
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ANNEXES 
Liste des abréviations. 
 
ADN (c) : Acide DésoxyriboNucléique (complémentaire)  
AICD : Activation-Induced Cell Death  
AIF : Apoptosis Inducing-Factor  
ALAT : ALanine AminoTransférase 
ALPS : Autoimmune LymphoProliferative Syndrome  
ANT : Adenine Nucleotide Transporter 
Apaf-1 : Apoptotic protease-activating factor-1  
APC : AlloPhycoCyanin  
Apc : Adenomatous Polyposis Coli 
ASAT : ASpartate AminoTransférase 
aSMase : Sphingomyélinase acide 
ARN (m) : Acide RiboNucléique (messager) 
ATP : Adénosine TriPhosphate  
AV : Annexine-V  
Bcl-2 : B-cell lymphoma-2  
BH : Bcl-2 Homology domain 
Bid : Bcl-2 interacting domain  
BIR : Baculoviral IAP Repeats 
BSA : Bovin Serum Albumin  
CAD : Caspase Activated Deoxyribonuclease 
CAPP : Ceramide-Activated Protein Phosphatase  
CARD : Caspase Recruitment Domain  
CCT# : CTP : phosphocholine cytidylyltransférase #  
CD : Cluster of Differentiation  
CED : Cell Death-abnormal 
CERK : Ceramide Kinase 
CerS : (dihydro) Céramide synthase 
CERT : Ceramide Transfer protein 
CMK : Chloro méthyl-cétones 
coA : coenzyme A 
COG : Conserved Oligomeric Golgi complex 
CRD : Cysteine Rich Domain 
CRADD : Caspase and RIP Adaptator with Death Domain 
CrmA : Cytokine response modifier A 
DAG : DiacylGlycerol  
DAXX : Death Domain associated protein 
DcR : Decoy Receptor 
DD : Death Domain  
DED : Death Effector Domain  
Diablo : Direct IAP Binding protein with LOw pI  
DISC : Death Inducing Signaling Complex  
DNA-PK : DesoxyriboNucleic Acid-Protein Kinase  
DNAse I : DésoxyriboNucléase I  
DOC : Acide Desoxycholique  
DR : Death Receptor 
EBV : Epstein-Barr Virus  
EDAR : Ectodermal Dysplasia Receptor 
EDG : Endothelial Differentiation Gene 
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EGF : Epidermal Growth Factor 
EndoG : Endonucléase G  
ESM : Ecart Standard de la Moyenne  
FADD : Fas-Associated protein with Death Domain  
FAN : Factor Associated with Neutral sphingomyelinase activation 
FGF : Fibroblast Growth Factor 
FITC : Fluorescein Isothiocyanate  
FLICE : FADD-like ICE  
FLIP : FLICE Inhibitory Protein  
FMK : Fluoro méthyl-cétones 
GalCér : Galactosyl Céramide 
GalNAc : N-acétylgalactosamine 
GCS : Glucosyl Céramide Synthase  
GFP : Green Fluorescent Protein 
GlcCér : Glucosyl Céramide 
gld : generalized lymphoproliferation disease  
GPI : Glycosyl Phosphatidyl Inositol 
GSL : glycosphingolipides 
hiDISC : high molecular weight DISC 
HRP : Horse Radish Peroxydase 
HtrA2 : High temperature requirement protein A2  
IAP : Inhibitor of Apoptosis Protein  
ICAD : Inhibitor of Caspase-Activated DNase  
ICE : Interleukin-1$-Converting Enzyme  
IFN : Interféron 
Ig : Immunoglobuline  
IL : Interleukine 
IP : Iodure de Propidium  
JNK : cJun N-terminal Kinase  
KO : Knock Out  
KSR : Kinase Suppressor of Ras 
LASS : Longevity ASSurance 
LBD : Ligand Binding Domain 
LDL : Low Density Lipoproteins 
lpr : lymphoproliferation  
LPS : lipopolysaccharide 
MACs : Mitochondrial Apoptosis-inducing Channels 
MAM : Mitochondrial Associated Membranes 
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase  
MDR : Multi Drug Resistant 
MISC : Motility Inducing Signalling Complex 
MOMP : Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization 
MMP : Matrix MetalloProteases 
MTT : Bromure de 3(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium  
NCCD : Nomenclature Committee on Cell Death 
NF%B : Nuclear Factor-%B  
NGFR : Nerve Growth Factor Receptor 
NK : Natural Killer  
OPG : Ostéoprotégérine 
PARP : Poly (ADP-Ribose) Polymérase  
PBS : Phosphate Buffered Saline  
PC : Phosphatidylcholine  
PCD : Programmed Cell Death  
PDGF : Platelet-Derived Growth Factor 
PE : Phycoerythrine  
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PH : Pleckstrin Homology 
PI3K : PhosphatidylInositol-3-Kinase  
PIDD : P53-Induced protein with a Death Domain  
PI-PLC : Phosphatidyl Inositol PhosphoLipase C 
PKC : Protéine Kinase C 
PKD : Protéine Kinase D  
PLAD : Pre-Ligand Assembly Domain  
PLA2 : Phospho Lipase A2 
PMSF : Phenyl Methyl Sulfonyl Fluorure  
PP2A/1: Protéine Phosphatase 2A/1  
PPMP : 1-Phenyl-2-Palmitoylamino-3-Morpholino-1-Propanol  
PRD : Proline Rich Domain 
PS : Phosphatidylsérine  
PTPC : Permeability Transition Pore Complex 
RAIDD : Receptor-interacting protein (RIP)-Associated ICH-1/CED-3 homologous death protein with 
a Death Domain  
RANK-L : Receptor Activator of NF"B Ligand 
RE : Réticulum Endoplasmique  
RIP : Receptor (TNFSRF)-Interacting Protein  
RNase : Ribonucléase  
ROS : Reactive Oxygen Species  
SA : Acide sialique 
SAM : Sterile Alpha Motif 
SAP : Sphingolipid Activator Protein 
Sa1P : Sphinganine-1-Phosphate 
S1P : Sphingosine-1-Phosphate  
SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency 
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate  
SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis  
SIDA : Syndrome d’Immuno Déficience Acquise 
siRNA : small interfering Ribonucleic Acid  
SK : Sphingosine Kinase  
SM : Sphingomyéline 
Smac : Second mitochondrial activator of caspases  
SMase : Sphingomyélinase  
SMS : Sphingomyéline Synthase  
SMSr : Sphingomyéline Synthase related 
SPT : Sérine Palmitoyl Transférase  
SVF : Sérum de Veau Fœtal  
t-Bid : truncated Bid 
TBS : Tris Buffered Saline 
TCR : T-Cell Receptor  
TM : domaine transmembranaire 
TNF : Tumor Necrosis Factor  
TNFR-1 : Tumor Necrosis Factor-Receptor-I  
TRADD : TNFR1-Associated via Death Domain protein 
TRAF-2 : TNFR-Associated Factor 2 
TRAIL : TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand  
UV : Ultra-Violets 
VDAC : Voltage Dependent Anion Channel 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
VIH : Virus de l’Imuunodéficience Humaine 
XIAP : X-linked Inhibitor of Apoptosis Proteins 
z-VAD-fmk : Benzyloxycarbonyl Valyl-Alanyl-Aspartyl-(O-methyl)-fluoromethylketone  
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Abstract: Resistance to death receptor ligands (such as FasL and TRAIL) and anticancer treatments is a hallmark of can-
cer cells. Ceramide, a biologically active sphingolipid, antagonizes cell growth and promotes apoptosis and non-apoptotic 
forms of cell death. The intracellular levels of ceramide are highly regulated via complex metabolic pathways. Sphingo-
myelin synthases (SMS) 1 and 2 convert ceramide to sphingomyelin (SM), a ubiquitous phospholipid in mammals. A 
growing body of evidence in the literature indicates that SMSs likely modulate hematological cell growth and sensitivity 
to stress-induced apoptosis. On one hand, complete and sustained inhibition of SMS activity is likely to alter membrane 
composition and properties through membrane SM depletion, perturbing intracellular signaling pathways and leukemia 
cell growth and conferring partial resistance to death receptor ligands. On the other hand, different patents & reports point 
to anti-apoptotic functions for SMSs. In patients with chemoresistant leukemia, a decreased intracellular ceramide level 
was associated with a higher SMS activity. Thus, SMSs and cofactors may constitute original pharmacological targets to 
treat leukemia. 
Keywords: Cancer, cell death, cell proliferation, ceramide, Sphingolipids, sphingomyelin synthase. 
1. INTRODUCTION 
 Sphingolipids (SLs) are ceramide-derived lipids, present 
in all human cells, which play a dual role: i) as modulators of 
membrane function, and ii) as intracellular signal transducers 
or extracellular messengers. SLs regulate key events, such as 
cell growth/survival or cell death [1, 2]. Through modifica-
tions in the fine membrane structure, cell-cell or cell-matrix 
interactions, and/or modulation of intracellular signaling 
pathways, SLs can affect the tumorigenic potential of nu-
merous cell types. Ceramide and its metabolites can modu-
late the ability of malignant cells to grow and resist antican-
cer treatments and immune response. Death receptor (DR) 
ligands (i.e., CD95L, TRAIL and TNF) play a crucial role in 
anticancer immune surveillance owing to their ability to in-
duce apoptosis in cancer cells. DR-triggered apoptosis is 
accompanied by alterations of SL metabolism, leading to 
increased ceramide levels in sensitive but not resistant cancer 
cells. Restoring ceramide accumulation through modulation 
of SL metabolism is a promising therapeutical strategy to 
overcome cancer resistance to anticancer regimens and im-
mune system [3]. 
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1.1. Sphingolipid Metabolism and Diseases 
 With the exception of sphingosine 1-phosphate (S1P) and 
some sialic acid-bearing glycosphingolipids (i.e., gangli-
osides) that are also present extracellularly, most SLs are 
intracellular and represent key membrane constituents. SL 
synthesis starts in the endoplasmic reticulum (ER) by several 
reactions leading to ceramide generation. Ceramide is then 
transported to the Golgi apparatus via CERT (a ceramide 
transporter protein) to be converted into sphingomyelin 
(SM), the major sphingophospholipid, within the lumen of 
the Golgi by SM synthases (SMS) [3, 4]. Alternatively, ce-
ramide is transported through vesicular trafficking from the 
ER to the Golgi to be either converted to SM or glucosylce-
ramide (GlcCer) by SMS and GlcCer synthase (GCS), re-
spectively [5]. Two different mammalian genes encoding 
SMS have been cloned so far [6, 7]. The corresponding pro-
teins, SMS1 and SMS2, are both localized at the Golgi, 
SMS2 being also localized at the plasma membrane [6]. In 
agreement with Ullman and Radin’s early observation in 
mouse liver [8], both SMS1 and 2 transfer the phosphocho-
line moiety from phosphatidylcholine to ceramide to gener-
ate SM and diacylglycerol (DAG) Fig. (1). SM as well as 
GlcCer (or its glycosylated derivatives) are in turn trans-
ported by vesicular trafficking to the plasma membrane 
where they concentrate into microdomains, mostly in the 
outer leaflet. SL catabolism occurs mainly in the lysosomes. 
For instance, acidic sphingomyelinase (SMase) and acidic -
glucosylceramidase (GlcCerase) hydrolyse lysosomal SM 
and GlcCer, respectively. SM breakdown also takes place at 
the plasma membrane by (neutral or acidic) SMases. In addi-
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tion, GlcCer may be degraded by a non-lysosomal -
glucosidase [3, 4]. 
 The importance of SLs in health and disease is illustrated 
by the dramatic consequences of inherited disruption of their 
normal metabolism [9]. Acidic SMase deficiency is respon-
sible for lysosomal SM storage leading to Niemann-Pick 
disease. Acidic ceramidase deficiency leads to lysosomal 
ceramide accumulation in cells derived from Farber disease 
patients. The most frequent SL metabolism disorder is Gau-
cher disease, which is characterized by GlcCer accumulation 
within the lysosomal compartment as a consequence of 
GlcCerase deficiency [9]. Noteworthy, patients affected with 
Gaucher disease are predisposed to develop cancers, such as 
multiple myeloma and hepatocellular carcinoma, with 51.1 
and 141.3 relative risks, respectively [10]. 
1.2. Sphingolipids as Modulators of Cancer Cell Death 
and Progression 
 Accumulating evidence indicates that some SLs can fa-
cilitate cancer development, for instance by inhibiting cancer 
cell death or, conversely, by enhancing tumorigenesis, tumor 
neo-angiogenesis and metastatic potential, or by participat-
ing to cancer cell escape from the immune system and 
chemoresistance [11]. Among those SLs, S1P and gangli-
osides are presently considered to play a major role in tumor 
biology. For instance, S1P negatively modulates cell death 
and/or promotes cell proliferation and neoangiogenesis. 
Also, S1P (and sphingosine kinase over-expression) appears 
to mediate chemo or radioresistance of solid tumor and leu-
kemia cells [12]. A very recent patent provides siRNAs, 
which target mRNA encoding sphingosine kinase 1 and po-
tentiate the effect of radiation in the treatment of various 
cancers [13]. Inventors describe the expression of sphingos-
ine kinase 1 by immunohistochemistry in head and neck 
squamous cell carcinoma tissue, while the normal tissue does 
not express this enzyme. Western blotting analysis indicates 
sphingosine kinase 1 overexpression in primary tumor and 
lymph node metastases derived from patients affected with 
head and neck squamous cell carcinoma as compared to 
normal tissue. Transfection of siRNA targeting sphingosine 
kinase 1 in various cancer cell types (i.e., head and neck 
squamous cell carcinoma cell lines SCC-71 and SCC-15, 
breast cancer cell line MCF-7, prostate cancer cell line PC-3 
and colon cancer cell line HT29) reduced cell viability by 20 
to 50% 48 hours post-transfection and inhibited SCC-15 tu-
mor growth in athymic mice. Moreover, siRNA transfected 
cells were highly sensitized to radiation as compared to con-
trol cells both in vitro and in vivo [13]. Thus, targeting 
sphingosine kinase 1 is a promising strategy to limit cancer 
progression and sensitize cancer cells to radiotherapy.  
 In sharp contrast, ceramide is considered as an anti-
proliferative pro-apoptotic SL metabolite for diverse cancer 
cells derived from solid and hematological malignancies, 
most likely through its capacity to activate the mitochondrial 
apoptotic pathway [2, 3, 14]. Accordingly, some exogenous 
ceramide analogs, which have been covered by patent [15], 
induce apoptotic and non-apoptotic leukemia cell death that 
can be inhibited by over-expression of the mitochondrial 
anti-apoptotic protein Bcl-xL [16]. Moreover, three recent 
patents provide a method, which associates conventional 
chemotherapy (i.e., cis-platinum, paclitaxel or gemcitabine) 
and C6-ceramide for increasing apoptosis in various solid 
and hematological cancer cells and decreasing tumour pro-
gression in mice [17-19].  
 Failure to generate ceramide in response to chemothera-
peutic agents is also a mechanism of resistance that has been 
reported in various cancer cells [20, 21]. A decreased intra-
cellular ceramide level in chemoresistant leukemia cells has 
been associated with an altered SL metabolism involving 
both higher SMS and GCS activities [22]. In addition, the 
epithelial-mesenchymal transition (EMT), a key process in 
cancer progression and metastasis [23], has been recently 
reported to be triggered by pharmacological inhibition of 
GCS and glycosphingolipid depletion in epithelial cells, in-
cluding the MCF7 breast carcinoma cell line [24]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (1). Enzymatic reaction catalyzed by sphingomyelin synthases: SMS1 and 2 can both transfer the phosphocholine moiety from phosphatidylcholine to 
ceramide, which is a growth inhibitory and pro-apoptotic sphingolipid. They concomitantly generate sphingomyelin and the pro-survival and cell growth-
promoting diacylglycerol (DAG). 
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1.3. Sphingolipids as Novel Bioactive Molecules in Death 
Receptor Signaling  
 DR ligands such as FasL, TNF, and TRAIL all trigger 
ceramide generation through different mechanisms, includ-
ing (i) SM breakdown (either by neutral or acidic SMase), 
(ii) increased de novo synthesis, or (iii) inhibition of the 
SMS-mediated conversion of ceramide to SM [3]. Ceramide 
and/or its metabolites such as ganglioside GD3 or sphingos-
ine are produced in DR signaling and have been suggested to 
act as second messengers in cell death induction. They in-
deed may enhance mitochondrial events such as cytochrome 
c and AIF release from the mitochondria to the cytosol [3, 
25]. An attractive hypothesis is to consider that ceramide 
production regulates the biochemical and biophysical proper-
ties of the plasma membrane, enhancing early DR signaling 
events such as DR translocation to lipid rafts, DR oligomeri-
zation and DISC (Death-Inducing Signaling Complex) for-
mation [26]. According to this concept, ceramide would fa-
vor early events in DR signaling at the plasma membrane 
level rather than acting as an intracellular lipid second mes-
senger per se [3, 26, 27]. 
2. A SMS FAMILY 
 The activity of SM synthesis was reported to be present 
in mammals [8, 28]. The intracellular SM level is controlled 
by both its synthetic and catabolic pathways, and its synthe-
sis is catalyzed only by the action of SMS. In 2004, Okazaki 
and Holthuis’ groups discovered the genes encoding mouse 
and human SMS Table 1 [6, 7], allowing a better understand-
ing of the physiological functions and regulation of SM syn-
thesis in mammalian cells. 
2.1. SM Synthesis 
 SLs are chemically characterized by the presence of 
sphingoid bases, and ceramide is a central molecule in SL 
metabolism. Ceramide serves as a substrate for SMS, which 
implies that the formation of SM is controlled by the supply 
of ceramide. There are three major pathways for ceramide 
formation [14, 29] Fig. (2): i) the de novo pathway, ii) the 
“SM-ceramide” pathway, and iii) the salvage pathway. 
Those pathways are all connected to SM metabolism.  
 De novo ceramide synthesis begins with the condensation 
of L-serine and palmitoyl-CoA, yielding 3-keto-dihydros-
phingosine. The latter is reduced to dihydrosphingosine that 
undergoes N-acylation followed by desaturation to eventu-
ally generate ceramide. Those reactions occur at the cytoso-
lic leaflet of the ER membrane, and CERT subsequently 
transfers ceramide to the Golgi apparatus to generate de novo 
SM [30]. 
 Two types of SMase enzymes (acid and neutral SMase) 
are responsible for the “SM-ceramide” pathway, degrading 
SM to ceramide that modulates cellular signaling [14]. Con-
versely, SMS can convert back ceramide generated by 
SMase activation to SM [31]. The successive SM breakdown 
to ceramide, as a consequence of SMase activation, and SM 
(re)synthesis from ceramide, as catalyzed by SMS, has been 
termed the “SM cycle” [32]. 
 The salvage pathway operates first in the acidic com-
partments by degrading complex sphingolipids to release 
sphingoid bases that are further metabolized in the ER to 
ceramide [29], and this salvaged ceramide can be converted 
to SM by the catalytic action of SMS.  
2.2. Mammalian SMS Genes 
 Progress in understanding the biological roles of SM syn-
thesis and its regulation has long been hampered by the fact 
that no successful purification of the responsible enzyme 
(i.e., SMS) was achieved. In 2003, Luberto et al., for the first 
time, identified the Pseudomonas PlcH as a gene encoding a 
soluble protein with SMS activity [33]. In 2004, mammalian 
SMS genes encoding membrane-associated SMS enzymes 
were cloned [6, 7]. 
 Our group has successfully identified human SMS1 [7]. 
Methodologically, the SMS molecular cloning began with 
the isolation of SM-deficient mouse lymphoid cells. Those 
cells are resistant to cell death induced by the SM-directed 
cytolytic protein lysenin [7]. Since SM levels play an impor-
tant role in the retention of cholesterol in the plasma mem-
brane [34], SM-deficient cells are highly sensitive to methyl-
-cyclodextrin, which is capable of inducing cell death by 
extracting cholesterol from the plasma membrane. SMS1 
was cloned by screening a human cDNA library in SM-
deficient cells as a suppressor of the toxicity triggered by 
methyl--cyclodextrin [7]. SMS1 expression in the SM-
deficient cells restored SM synthesis and sensitivity to 
lysenin [7]. Consistent with the SMS activity study from 
Table 1. A Family of Sphingomyelin Synthases 
 Gene Symbol  AA Cellular Localization Enzymatic Products mRNA Abundance 
Human SMS1 SGMS1 413 GA SM Ubiquitous 
             SMS2 SGMS2 365 PM, GA SM and CPE Ubiquitous 
             SMSr SAMD8 414 ER CPE  
Mouse  SMS1 Sgms1 419  SM  
             SMS2 Sgms2 365  SM  
             SMSr Samd8 432    
SMS, sphingomyelin synthase; AA, the number of amino acids; PM, plasma membrane; GA, Golgi apparatus; ER, endoplasmic reticulum; SM, sphingomyelin; CPE, ceramide 
phosphoethanolamine 
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Radin and Kennedy’s groups [8, 28], SMS1 was able to 
transfer phosphocholine from phosphatidylcholine to cera-
mide to generate SM and DAG [6, 7]. The role of SMS1 in 
SM synthesis in hematological malignant cells was further 
documented in a Jurkat human T leukemia cell line stably 
expressing a siRNA targeting SMS1. Indeed, SMS1 knock-
down triggered a significant reduction of SM synthesis and 
SM level and conferred resistance to lysenin-induced toxic-
ity [35]. 
 Holthuis and co-workers identified a family of animal 
SMS (SMS1, SMS2 and SMSr (SMS related)) using a func-
tional cloning strategy in yeast, an organism lacking SMS 
activity [6, 31]. Both SMS1 and SMS2, but not SMSr, ex-
pression resulted in SM synthesis in yeast [6]. Consistent 
with the reported enzymatic characterization, SMS1 and 
SMS2 function as bi-directional lipid choline phosphodi-
esterases capable of converting phosphatidylcholine and ce-
ramide into SM and DAG, and vice versa [6].  
 Human SMSr possesses homologs in mouse, nematodes 
and insects like Drosophila melanogaster. Drosophila does 
not synthesize SM but produces the SM analog ceramide 
phosphoethanolamine (CPE) as a major membrane constitu-
ent. Recently, Vacaru et al. demonstrated that mammalian 
SMSr catalyzes the synthesis of this sphingophospholipid in 
the ER lumen [36]. However, one should note that the CPE 
intracellular level is very low in mammalian cells, as ana-
lysed by mass spectrometry [36]. Another recent study dem-
onstrated that SMS2 can synthesize CPE, indicating that 
SMS2 has a dual enzyme activity [37]. 
 The nuclear fraction isolated from human leukemia cells 
has been shown to contain SMS activity [38]. SMS activities 
were also found in rat liver nuclear membrane and chromatin 
[39]. Whether or not SMS1 and/or SMS2 are responsible for 
nuclear SM synthesis remains currently unknown. Because 
SMS1 is Golgi-localized and SMS2 is mainly located at the 
plasma membrane [6], it is tempting to speculate that uniden-
tified gene(s) may encode a SMS that specifically synthe-
sizes SM in the nucleus. 
2.3. Structure of Animal SMSs 
 SMS family members were predicted to have distinct 
domains such as a N-terminal sterile  motif (SAM) domain 
and multiple transmembrane (TM) domains Fig. (3) [6].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (2). Ceramide synthesis: The scheme shows metabolic pathways for ceramide synthesis composed of the sphingomyelinase pathway, the de novo path-
way, and the salvage pathway. Gray-colored lines indicate the pathway of ceramide synthesis. CDase, ceramidase; CerS, ceramide synthase; SMase, sphingo-
myelinase; SMS, sphingomyelin synthase; SPT, serine palmitoyltransferase. 
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 Both SMS1 and SMSr, but not SMS2, possess a SAM 
domain at the N-terminus part Fig. (3). SAM domains are 
known to be involved in diverse protein–protein interactions 
[40]. However, no SMS-interacting proteins have been iden-
tified so far. Deletion of the SAM domain in SMSr triggered 
its redistribution from the ER to the Golgi without affecting 
its enzymatic activity [36]. Neither truncation of SMS1 SAM 
domain nor addition of the SAM domain to the N-terminus 
of SMS2 had any effect on their localization and catalytic 
activities [41]. Thus, the function of SMS SAM domain re-
mains unclear. 
 Both SMS1 and SMS2 contain two histidine and one 
aspartic acid residues, which are evolutionally conserved 
within the lipid phosphatase superfamily [6] and account for 
SMS activity [41]. SMS1 and 2 catalytic domains are located 
in the lumen of the Golgi [6], where most of SM synthesis 
takes place. Palmitoylation at the COOH-terminal tail of 
SMS2 accounts for its localization at the plasma membrane 
[42], where SMS2 catalytic domain is exposed at the cell 
surface, possibly allowing SM synthesis in the outer leaflet 
of the plasma membrane [6]. 
3. SMS IN CELL GROWTH/SURVIVAL 
 Several lines of evidence indicate that SMS activity be-
haves as a critical factor for cell growth and survival.  
3.1. Role for SMSs in Cell Proliferation 
 Up-regulation of SMS activity has been reported to be 
associated with enhanced proliferation induced by hepatic 
regeneration [43], SV40-transformation [44] and bFGF [45]. 
So far, the mechanisms that promote SMS-dependent cell 
growth remain poorly understood. By limiting ceramide ac-
cumulation and increasing DAG levels, SMS activity likely 
enhances cell proliferation [46]. Using a fluorescently la-
belled conventional C1 domain (from protein kinase C 
(PKC)) for probing cellular DAG in vivo, Villani et al. dem-
onstrated that SMS1 and SMS2 could substantially modulate 
subcellular pools of DAG [47]. Tafesse et al. have shown 
that both SMS1 and SMS2 positively modulate human HeLa 
carcinoma cell growth [46]. As a matter of fact, SMS1 or 2 
knockdown in HeLa cells was accompanied by a decreased 
SM and an increased ceramide intracellular levels and by 
subsequent cell growth inhibition [46]. Moreover, SM-
deficient WR19L mouse lymphoid leukemia did not grow in 
serum-free medium, which does not contain exogenous SM 
[7]. Expression of SMS1 not only restored SM synthesis but 
also cell growth under serum starvation conditions. Of a par-
ticular interest was the finding that addition of exogenous 
SM also restored SM-deficient WR19L cell growth, indicat-
ing that SM is an important constituent of cell membranes 
for optimal cell proliferation [7]. Jin et al. have recently re-
ported that SMS1 knockdown in Jurkat cells severely im-
paired T-cell receptor (TCR) signaling, reducing LAT 
(Linker for activation of T cells)-dependent signaling com-
plex formation in plasma membrane microdomains [35]. 
Thus, membrane SM appears to be critical for TCR signal-
ing, leading to T cell proliferation and activation.  
3.2. Regulation of SMS Activity in the Survival of Hema-
topoietic Cells 
 Interleukin-2 (IL-2) is a key cytokine for the clonal ex-
pansion and functional differentiation in natural killer (NK) 
cells. Human KHYG-1 NK cells require IL-2 for cell growth 
and survival. Experimentally, IL-2 deprivation from cell 
culture medium caused reduction of SMS activity, genera-
tion of ceramide and subsequent cell death [48]. Considering 
the function of ceramide as a pro-apoptotic molecule, inhibi-
tion of ceramide conversion to SM by down-regulation of 
SMS activity may favor ceramide accumulation and cera-
mide-dependent cell death. Thus, SMS activation in response 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (3). Structure and hydropathy plot of amino acid sequence in human SMS family: AA, amino acids; SAM, sterile alpha motif (SAM) domain; TM, 
candidate for transmembrane domain. 
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to IL-2 likely limits ceramide accumulation and participates 
to the pro-survival effects triggered by IL-2 in NK cells [48]. 
3.3. SMS Activity and Drug-resistance in Hematopoietic 
Malignant Cells 
 Ceramide serves as a substrate for SMS and GCS, form-
ing SM and GlcCer, respectively. The latter has been impli-
cated in drug resistance because GCS up-regulation pro-
motes the conversion of ceramide to GlcCer and blocks ce-
ramide accumulation [49]. Drug-resistant HL-60/ADR cells 
have been established from human leukemic HL-60 cells, 
and doxorubicin treatment increased the ceramide levels and 
apoptosis in drug-sensitive HL-60 cells but not drug-resistant 
HL-60/ADR cells [22]. HL-60/ADR cells displayed an up-
regulation of SMS and GSC activities as compared with the 
parental cells. Consistently, those enzyme activities were 
also up-regulated and ceramide was decreased in leukemic 
cells from chemoresistant patients. Those results might im-
ply that the coordination of ceramide consumption by those 
enzymes is involved in chemoresistance of leukemia.  
 Recently, Swanton et al. identified CERT gene influenc-
ing sensitivity of different cancer cell types to chemothera-
peutic agents, and showed that CERT expression is increased 
in drug-resistant cell lines [50]. As CERT deliveries cera-
mide to the sites of SMS activity, CERT up-regulation might 
increase the availability of ceramide for SM synthesis and 
eventually suppress ceramide accumulation that leads to cell 
death. This CERT-SMS cooperation may influence the sensi-
tivity of cancer cells to chemotherapeutic agents. Taken to-
gether, inhibiting SMS and/or GCS activation may represent 
an interesting strategy to sensitize leukemic cells to chemo-
therapy. 
4. SM SYNTHESIS IN STRESS-INDUCED APOPTO-
SIS 
 SM is the most abundant SL in human cell (plasma) 
membranes [51, 52]. SM synthesis is known to modulate 
apoptosis, and may represent a pivotal element in tuning the 
response of cancer cells to insults such as DR ligands and 
chemotherapeutics. First, a growing body of evidence indi-
cates that inhibition of SM synthesis may be responsible, at 
least in part, for stress-induced ceramide increase. Second, as 
a substrate for SMases, SM constitutes a main source of ce-
ramide production in stress-induced apoptosis. Third, SM is 
a key microdomain component and may therefore regulate 
biophysical and biochemical plasma membrane properties, 
modulating stress-induced proximal apoptotic signaling 
events [3, 52, 53].  
4.1. Inhibition of SM Synthesis in Stress-induced Apopto-
sis 
 Various stress stimuli, including FasL (or agonistic anti-
Fas antibody), TNF, staurosporine, UVB and photodynamic 
therapy, inhibit SM synthesis [38, 53-57]. For instance, 
CD95/Fas engagement is accompanied by (i) the activation 
of a neutral SMase activity, (ii) the inhibition of a SMS ac-
tivity, and (iii) ceramide increase within the nucleus in Jurkat 
leukemia T cells [38]. All these events occurred in a caspase-
dependent manner since they were prevented by the caspase 
inhibitor DEVD-cmk [38]. Thus, together with SMase acti-
vation, the inhibition of SMS activity likely enhances cera-
mide production in Fas signaling. More recently, we pro-
vided evidence that FasL-induced apoptosis is accompanied 
by caspase-dependent cleavage and inhibition of SMS1, 
which is the most expressed isoform in Jurkat leukemic cells 
[53]. Furthermore, we demonstrated that SMS1 is a novel 
caspase substrate, which was cleaved in a cell free system by 
various caspases including caspase-2, -7, -8 and -9, but not 
caspase-3 and -10. FasL-triggered SMS1 cleavage and inhi-
bition were abolished by zVAD-fmk, a broad-spectrum 
caspase inhibitor [53]. In vitro, SMS specific activity, as 
measured in protein extracts derived from Jurkat cells, was 
decreased in a time- (as early as 15 min) and caspase-
dependent manner in Fas signaling [53], further indicating 
that SMS1 is directly cleaved and inactivated by caspases 
Fig. (4).  
 Caspase-dependent cleavage of SMS1 is unlikely to be 
the only mechanism that accounts for the inhibition of SM 
synthesis in Fas signaling. Indeed, Golgi dismantling rapidly 
occurs after Fas ligation [58]. Golgi fragmentation may be 
responsible for the alteration of specific catalytic activity of 
Golgi-located enzymes. Accordingly, we have shown that 
SMS1, which is Golgi-localized in untreated cells, relocates 
throughout the cytoplasm upon FasL treatment [53]. Moreo-
ver, one can speculate that Golgi alteration and conse-
quently, SMS1 relocation, may decrease SMS substrates 
(i.e., ceramide and PC) delivery and accessibility and, in 
turn, could reduce SM synthesis. In addition, stress-induced 
apoptosis is associated with caspase-dependent cleavage and 
inhibition of CTP:phosphocholine cytidylyltransferase 
(CCT), the rate-limiting enzyme of de novo PC synthesis 
[59]. Hence, CCT inhibition results in the decrease of syn-
thesis of PC, a direct substrate of SMS and thus, likely im-
pairs de novo SM synthesis [3]. Indeed, we observed that de 
novo PC synthesis was significantly reduced in Fas signaling 
[53]. The other substrate of SMS is ceramide. Whereas 
stress-induced apoptosis triggers de novo ceramide synthesis, 
the transport of ceramide from the ER to the Golgi may be 
impaired as a consequence of the inhibition of CERT activity 
[3] and/or vesicular trafficking [5]. Interestingly, inhibition 
of SM synthesis in response to UVB was associated with the 
homotrimerization of CERT, indicating that the alteration of 
CERT-dependent ceramide trafficking may constitute an 
alternative mechanism for SM synthesis inhibition [57] Fig. 
(4). 
4.2. Does SMS Inhibition Modulate Apoptotic Signaling? 
 To evaluate whether SMS inhibition may be a causal 
event in stress-induced ceramide generation and apoptosis 
rather than a mere consequence of cell death, SMS activity 
and expression in malignant cells were inhibited by pharma-
cological and silencing strategies, respectively. 
 Jaspine B, a phytosphingosine derived from marine 
sponge, which displayed toxicity towards various cancer 
cells [60], has been recently reported to trigger SM synthesis 
inhibition, ceramide increase and cell death in melanoma 
cells [61]. In addition, the CERT inhibitor N-(3-hydroxy-1-
hydroxymethyl-3-phenylprol)alkaneamide 12 (HPA-12), 
which impairs SM synthesis [62, 63], restored paclitaxel-
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induced cell death in resistant ovarian cancer cells [50]. 
Thus, pharmacological inhibition of SM synthesis in cancer 
cells may trigger apoptosis and/or sensitize cells to chemo-
therapy, most likely by perturbing the ceramide-SM equilib-
rium. 
 D609 is a compound that has been widely used as an in-
hibitor of phosphatidylcholine-specific phospholipase C 
(PC-PLC) and, indirectly, acidic sphingomyelinase (SMase). 
For instance, D609 impairs TNF- and anti-Fas-induced acti-
vation of a PC-PLC (that still awaits molecular identifica-
tion) and acidic SMase [64-67]. In this context, PC-PLC 
stimulation leads to the rise of DAG, which enhances acidic 
SMase activity and hence ceramide levels [64, 65]. More 
recently, D609 has been shown to inhibit SMS [6, 38, 44]. 
Noteworthy, D609 and derivatives, which inhibit SMS activ-
ity and display cytotoxicity towards cancer cells, including 
leukemic cells, have been recently patented [68].  
 D609 has been reported to modulate cell death signaling 
initiated by death receptors. D609 can prevent TNF-induced 
cytotoxicity in various cell types both in vitro and in vivo 
[67, 69]. However, D609 has been shown to sensitize U937 
leukemic cells to TNF and an agonistic anti-Fas antibody 
[70]. Controversy exists as to the effect of D609 in Fas sig-
naling. D609 inhibits a nuclear SMS activity and enhances 
Fas cross-linking-induced ceramide production and cell 
death in Jurkat cells [38]. More recently, it has been pub-
lished that D609 impaired HeLa cell death in response to an 
agonistic anti-Fas antibody whereas it had no effect in 
SKW6.4 cells [71]. Thus, one can speculate that the ability 
of D609 to modulate death receptor-induced cell death is cell 
type-dependent. However, it should be noted that opposite 
findings were reported using the same cell type, i.e., Jurkat 
cells, in response to Fas engagement [38, 71]. Thus, further 
studies are needed to elucidate the mode of action of this 
compound. 
 The conflicting findings observed using D609 might be 
related to the lack of specificity of this inhibitor. Based on an 
epigenetic strategy, we have recently reported that, in Jurkat 
cells, the inhibition of SMS1 expression by RNA interfer-
ence triggered 40% SMS activity reduction and significantly 
enhanced FasL-triggered ceramide generation, caspase cas-
cade activation and apoptosis [53]. Conversely, FasL neither 
increased ceramide levels nor efficiently induced cell death 
in SMS1-overexpressing HeLa cells, exhibiting 150% SMS 
activity increase. Finally, SMS1 knockdown not only sensi-
tized HeLa cells to FasL but also overcame the resistance 
conferred by SMS1 overexpression. Moreover, SMS2, which 
is expressed in HeLa cells, may also negatively regulate 
FasL-induced apoptosis, albeit to a lesser extent as compared 
to SMS1 [53]. Thus, our findings argue for an anti-apoptotic 
function of SMS enzymes in Fas signaling. 
 The anti-apoptotic function of SMS is unlikely restricted 
to Fas signaling. Indeed, different studies indicate that SMS 
inhibits apoptosis under various stress conditions. In S. cere-
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (4). Different ways to inhibit de novo SM synthesis: (1) the inhibition of de novo PC synthesis, as a consequence of caspase-dependent 
CTP:phosphocholine cytidylyltransferase (CCT) cleavage and inhibition, (2) the inhibition of vesicular- or CERT-dependent ceramide transfer from the endo-
plasmic reticulum to the Golgi apparatus, (3) the caspase-dependent SMS1 cleavage and inhibition, (4) the caspase-dependent Golgi apparatus fragmentation.  
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visiae, which do not express endogenous SMS, expression of 
mouse SMS1 suppressed the growth-inhibitory effect of Bax 
and other cytotoxic stimuli including hydrogen peroxide, 
heat shock, osmotic stress and exogenous ceramide [72]. In 
Jurkat cells, whereas SMS1 or SMS2 knockdown sensitized 
cells to phototherapy-induced cell death, SMS1 over-
expression was protective [55, 56]. Finally, SMS1 overex-
pression inhibits staurosporine-triggered apoptosis in oli-
godendroglioma cells [73]. Thus, under various stress condi-
tions, SMSs behave as anti-apoptotic enzymes, likely 
through their ability to metabolize the pro-apoptotic cera-
mide into non-apoptotic (inert) SM. Alternatively, SMS ac-
tivity may increase the Golgi level of DAG [47], thereby 
inhibiting stress-induced apoptosis via recruitment and acti-
vation of DAG-binding protein, such as PKC.  
 Other reports, however, may indicate a pro-apoptotic 
function of SMS. A S49 mouse lymphoma cell line, which 
was completely deficient for SMS1 expression and SMS 
activity, resisted alkyl-lysoPC (edelfosine)-induced cell 
death [74]. SMS1-knockdown in parental S49 cells triggered 
SM deficiency and conferred resistance to edelfosine. In this 
study, it was concluded that SMS1 downregulation impairs 
lipid raft composition, and, in turn, inhibits edelfosine uptake 
[74]. Of note, different patents covered the use of various 
exogenous SLs, including SM analogs, for increasing che-
motherapeutic drug delivery and/or cytotoxicity effect in 
cancer cells [15, 75, 76]. Moreover, it has been reported that 
edelfosine-resistant S49 cells display decreased Fas expres-
sion and resist FasL-induced apoptosis [77]. Interestingly, 
addition of exogenous short-chain SM partially restored Fas 
expression into microdomains and FasL sensitivity. Thus, 
SM, which is enriched in plasma membrane microdomains, 
likely stabilizes Fas expression at the cell surface, facilitating 
FasL-induced cell death [77]. In another SM-deficient mur-
ine leukemia cell line (WR19L), CD95 relocation into mi-
crodomains, DISC formation and apoptosis were signifi-
cantly impaired upon treatment with an agonistic anti-CD95 
antibody [78]. Overexpression of SMS1 restored DISC for-
mation, full caspase activation and cell death in SM-deficient 
WR19L cells upon CD95 engagement [78]. In addition, 
SMS1 expression in SM-deficient WR19L cells significantly 
enhanced DISC formation and cell death in response to cis-
platin combined to anti-Fas antibody [79]. These results 
seem at odds with our recent observations in HeLa and Jur-
kat cells, in which SMS1 knockdown enhanced FasL-
induced apoptosis [53]. However, one should note that, un-
der our experimental conditions, SM level was minimally 
affected by SMS1 knockdown. Thus, partial SMS1 inhibi-
tion does not drastically impair SM content and significantly 
enhanced FasL-induced cell death most likely by limiting 
ceramide conversion to SM. In sharp contrast, membrane 
SM depletion, as a consequence of complete and sustained 
inhibition of SMS activity, may alter microdomain composi-
tion and properties and impair proximal events in CD95 sig-
naling such as DISC formation, thereby conferring partial 
resistance to CD95 agonists [3].  
 In addition, TNF-triggered pro-apoptotic and pro-
inflammatory cell signaling is likely modulated by SM syn-
thesis. Whereas overexpression of SMS1 or 2 in Chinese 
hamster ovarian cells enhanced apoptosis in response to TNF 
[80], SMS2 knockdown in HEK293 cells decreased by 50% 
de novo SM synthesis and impaired TNF-triggered recruit-
ment of TNF-R1 to lipid rafts, TNF-R1 internalization and 
NF-B activation [81]. The same group reported that SMS1 
or 2 knockdown in THP1-derived macrophages reduced in-
tracellular SM level by 20% and sensitivity to lipopolysac-
charide (LPS)-mediated apoptosis [80]. Finally, LPS-
triggered NF-B activation was altered in macrophages de-
rived from SMS2-knockout mice, which displayed reduced 
de novo SM synthesis [81]. SMS silencing or deficiency re-
sulted in the impairment of membrane recruitment of TLR4 
signaling complexes, altering LPS signaling in macrophages 
[80, 81]. Thus, the two latter studies further support the no-
tion that plasma membrane SM is important to modulate 
proximal events in cell signaling, enabling formation of mac-
romolecular signaling complexes upstream of cascade path-
way activation. 
5. CURRENT & FUTURE DEVELOPMENTS:  
 Different studies demonstrate that SM synthesis is impor-
tant for cell growth. First, cell growth is significantly re-
duced in SM-deficient cells, including in leukemia cells [7]. 
Second, SMS1 or SMS2 knockdown slows down cell growth 
in HeLa cells [46]. Third, two different reports indicate that 
SM synthesis is likely increased in chemoresistant cancer 
cells. SMS activity, along with GCS activity, was higher in 
chemoresistant leukemia cells as compared to chemosensi-
tive cells. Accordingly, ceramide levels were lower in 
chemoresistant cells, indicating that ceramide is metabolized 
into complex sphingolipids (i.e., SM and glycosphingolipids) 
[22]. In addition, the expression of CERT, which is required 
for efficient SM synthesis, was increased in paclitaxel-
resistant cell lines and ovarian tumors [50]. Interestingly, 
CERT knockdown significantly sensitized cancer cells to 
multiple anticancer drugs [50]. Thus, inhibiting SM synthe-
sis through blockade of CERT-dependent ceramide traffick-
ing or SMS activity, may constitute an interesting strategy to 
increase intracellular levels of ceramide and sensitize cancer 
cells to chemotherapy. 
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La mort cellulaire par apoptose est un mécanisme effecteur de la réponse immunitaire anti-
tumorale. La liaison de ligands, dont TRAIL et CD95L, produits par des cellules 
immunitaires, sur des récepteurs de mort (DR pour Death Receptor), exprimés par les 
cellules tumorales, permet l’induction de l’apoptose. Ceci met en jeu différents événements 
dont la formation du DISC (Death Inducing Signalling Complex) et l’activation des caspases. 
De plus, le taux intracellulaire de céramide, un sphingolipide pro-apoptotique, augmente au 
cours de cette signalisation. L’objectif de cette thèse a été de clarifier le rôle des caspases 
initiatrices et du céramide dans l’apoptose induite par CD95L et TRAIL. Le rôle causal de la 
caspase 10, caspase initiatrice, dans l’induction de mort par CD95L est controversé. Nos 
travaux indiquent que cette protéase est impliquée dans la mort induite par CD95L en 
présence ou non de zVAD-fmk, un inhibiteur des caspases. Par ailleurs, nous montrons que 
la sphingomyéline synthase 1 (SMS1), qui synthétise de la sphingomyéline à partir de 
céramide, est inhibée de façon caspase-dépendante dans la signalisation de CD95. La 
SMS1 module l’induction de l’apoptose en réponse à CD95L et TRAIL. Ainsi, la 
surexpression de la SMS1 confère une protection vis-à-vis de la mort induite par ces 
ligands, tandis que la diminution de son expression sensibilise des cellules cancéreuses. Ce 
rôle protecteur dépendrait de la modulation de la formation du DISC et de la voie 
apoptotique mitochondriale. L’inhibition de cette enzyme pourrait donc permettre de 
sensibiliser des cellules cancéreuses à la mort induite par des agonistes des DR en 
modulant plusieurs étapes de l’apoptose. 
 
Apoptotic cell death is an effector mechanism involved in immune responses, and, particularly in 
anti-tumoral immune response. Binding of ligands, such as TRAIL and CD95L, which are 
produced by immune cells, on DR (Death Receptors) expressed by tumor cells, induces 
apoptosis. This involves, in particular, DISC (Death Inducing Signalling Complex) formation and 
caspases activation. Moreover, an increase of intracellular level of ceramide, a pro-apoptotic 
sphingolipid, has been observed during this signalling and might be involved in cell death 
induction. The aim of this PhD was to clarify initiator caspases and ceramide roles in CD95L 
and TRAIL induced apoptosis. Initiator caspase 10 involvement in CD95L-induced cell death is 
still controversed. Our results indicate that this protease is indeed involved in CD95L-induced 
cell death as well as in CD95L induced cell death in the presence of zVAD-fmk, a caspase 
inhibitor. Moreover, we show that sphingomyelin synthase 1 (SMS1), which is responsible for 
the synthesis of sphingomyelin from ceramide, is inhibited in CD95 signalling, in a caspase-
dependent way, and more precisely in a caspase-8-dependent way. SMS1 could modulate 
CD95L- and TRAIL-induced cell death. Indeed, SMS1 overexpression is protective against 
CD95L- and TRAIL- induced cell death, whereas down-regulating SMS1 by RNA interference 
sensitizes cancer cells. Our results point out that SMS1 protective role might depend on DISC 
formation and apoptotic mitochondrial pathway modulations. Sphingomyelin synthesis inhibition 
might therefore be an original way to sensitize cancer cells towards DR agonists via putative 
apoptotic signalling modulations at several steps. 
 
 Mots clés : Récepteurs de mort, Caspases, Cancérologie, Ceramide, Sphingomyéline, 
CD95, Apoptose, TRAIL 
 
 
 
 
 
 
